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1. ABREVIATURAS

A A acido antranilico
A B acido benzoico
N acido kojico
O acido aminoxiaceético
R AT colina acetiltransferasa
O células de Purkinje
DA e dopamina
DA A D . D-aminooxidasa
- Y N D-kynurenina
B A Enfermedad de Alzheimer
EH Enfermedad de Huntington
e esclerosis lateral amiotréfica
B P e Enfermedad de Parkinson
ER B . Especies reactivas de bromo
ER L. . Especies reactivas de cloro
ERN . Especies reactivas de nitrégeno
ERO . Especies reactivas de oxigeno
G B A y-aminobutirico
BB glia de Bergman
GO H o glutation
B-H A acido 3-hidroxiantranilico
B-HAO o 3-hidroxiantranilato dioxigenasa
B-HK 3-hidroxikinurenina
- H T serotonina
HoO . o peroxido de hidrégeno
DO indolamina deshidrogenasa
KA T Kinurenina aminotransferasa
INO S Oxido nitrico sintasa inducible
Y N A e e Acido kinurénico
S 0 L-kynurenina
NACKHR .. Receptores a-7-nicotinicos
N D A e N-metil-D-aspartato
N O . oxido nitrico

N O e ion nitronio



1 2 diéxido de nitrégeno

3, D MO P . 3-acido carboxilico-5-metilpirrasol
OH e radical hidroxilo
L anion superoxido
WO oxigeno singulete
O radical hidroxilo
ON OO Anidén peroxinitrito
ON O O H . L. e acido peroxinitroso
P acido piconilico
PP piridoxal-5-fosfato
QPR quinolinato fosforibosil transferasa
QUIN L acido quinolinico
R e radicales libres
RN A e RNA mensajero
N D A receptores N-metil-D-aspartato
rAMPA ................. receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénicos
RO O radical peroxilo
SO DD succinato deshidrogenasa
T e triptéfano deshidrogenasa
TN O e factor de necrosis tumoral

VK Via de las kynureninas



2.0 RESUMEN

El KYNA es un metabolito endogeno resultado del catabolismo del L-TRP, antagonista
de receptores glutamatérgicos tipo NMDA y de nAChR, con efectos neuroprotectores y
anticonvulsivos ademas de un importante rol en la regulaciéon glutamatérgica y
dopaminérgica. KYNA es sintetizado en cerebro de manera preferencial por las KAT (I
y IlI). Sin embargo, los niveles aumentados de KYNA en enfermedades
neurodegenerativas como EA, EP y EH, no han podido ser atribuidos directamente
solo a la accién enzimatica. Por lo que, recientemente diversos grupos han reportado
rutas alternativas de formacion en cerebro que involucran al enantiomero D-KYN y a la
interaccion de los precursores con ERO. El elevado consumo de oxigeno en el cerebro
da pie al aumento de ERO/ERN como el ONOO", que es un agente oxidante con
niveles de sintesis aumentados en condiciones patolégicas. En este proyecto,
exploramos mecanismos alternativos de sintesis de KYNA en cerebelo de rata a
través de la interaccion directa entre el ONOO"y los precursores D-KYN 6 L-KYN, en
modelos in vitro e in vivo. Los resultados obtenidos en ambos modelos reflejan que la
presencia de ONOO' incrementa los niveles de KYNA a partir de ambos precursores.
En los experimentos in vitro el ONOO" estimula la produccion de KYNA a partir de L-
KYN en un =286.14% mientras que a partir de D-KYN lo hace en un 282.38%. El
mismo fendmeno sucede en los experimentos in vivo en los que la produccion de
KYNA incrementa =285.63% a partir de L-KYN y =151.9% a partir de D-KYN. Para
descartar que el efecto observado con ONOO" estuviese relacionado directamente con
la accién enzimatica utilizamos inhibidores para las KAT y la DAAO. El porcentaje de
inhibicion del AOAA a partir de L-KYN fue de =85.12% y para D-KYN so6lo el 27.03%.
Este efecto fue observado también in vivo, ya que la produccion de KYNA a partir de
L-KYN en presencia de AOAA fue abatida en un porcentaje mayor al 50% mientras
que con D-KYN, sélo fue de =11.4%. Finalmente, dada la alta concentracion de la
DAAO en la glia de cerebelo, probamos en homogenados el efecto en los niveles de
KYNA en presencia de varios de sus inhibidores: 3,5 MCP, AK 6 AB. Tanto el AK
como el AB logran disminuir de manera significativa los niveles de KYNA a partir de
ambos enantiomeros, sin embargo, el efecto es mas evidente en el caso de D-KYN. El
inhibidor 3,5 MCP no disminuye de manera significativa los niveles de KYNA a partir
de L-KYN no asi para D-KYN en donde los disminuye en un =65%. Tanto el AK como
el AB han sido reportados como atrapadores de ERO, por lo que la disminucién en los
niveles de KYNA en presencia de ONOO™ puede estar enmascarada por esta accion
antioxidante. Derivado de estos resultados, se propone un mecanismo alternativo, no
enzimatico, de formacion de KYNA que implica la interaccién directa entre el ONOO" y

ambos precursores de KYNA.



3.0 ANTECEDENTES

3.1 ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO
El estrés oxidativo/nitrosativo se define como el desbalance entre las especies

reactivas de oxigeno y/o nitrégeno y los mecanismos enddégenos antioxidantes. Se
caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libres y especies reactivas, que
no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa antioxidantes causando
dafio y muerte celular.

3.1.1 Radicales libres y especies reactivas del oxigeno

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atdmica presentan un
electrén no apareado y pueden existir de forma independiente. La inestabilidad de su
configuracion electronica les confiere una alta reactividad, siendo ésta la base de su
toxicidad y de su corta vida media (Mitjavila et a/, 2001; Boots et al, 2008).
Normalmente en los organismos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo
los mas conocidos los derivados del oxigeno. Se utiliza el término especies reactivas
del oxigeno (ERO) como nombre colectivo para referirse a las especies derivadas de
la reduccion incompleta del oxigeno, incluyendo tanto los derivados radicales como los
no radicales, que son agentes oxidantes facilmente convertibles en radicales. De las
ROS destacan el radical hidroxilo (OHe), el anién superéxido (O;7), el oxigeno
singulete ('AO, ) y el peréxido de hidrégeno (H,0,). De forma analoga existen
especies reactivas del cloro (ERCI), del bromo (ERBr) y del nitrdgeno (ERN) (Halliwell,
2006). Una vez formados, éstas especies reactivas son capaces de interaccionar entre
si, dando lugar a radicales libres y especies aun mas reactivas. Por ejemplo, el 6xido
nitrico (NO) y el O,” pueden estar presentes de manera simultanea y reaccionar
rapidamente para dar lugar al peroxinitrito (ONOQO") (Beckman et al, 1990).

3.1.2 Peroxinitrito (ONOO)

El ONOO™ es un potente agente oxidante capaz de reaccionar directamente con

distintos blancos celulares (Quijano et al., 1997; Radi et al., 1991). En condiciones



patologicas se ha reportado que la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa esta
incrementada en diversos tipos celulares amplificando la velocidad de sintesis de
oxido nitrico, que a su vez, reacciona con el anion superoxido aumentando
directamente los niveles de ONOO™ (Beckman et al., 1994). En sitios de inflamacion se
observa la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (INOS) se activa en células
musculares lisas y en macrofagos, generando un aumento en la concentracion de
oxido nitrico del orden de micromolar (Moncada et al, 1989). La concentraciéon de O,”
también se ve aumentada en procesos inflamatorios durante la estimulacién de
neutréfilos y macréfagos (Marletta et al, 1988; Moncada et al,1991; Koppenol, 1992).
Macrofagos activados y neutréfilos son capaces de producir NO y O,” a tasas
similares. Durante su descomposicion, en sistemas fisiologicos, el ONOO" es capaz de
iniciar reacciones que dan lugar a potentes oxidantes tales como el OH®, ién nitronio
(NO;") y el dioxido de nitrogeno (NO;). El peroxinitrito existe en un equilibrio de
protonacién con un pKa = 6.8 (Radi et al, 1991), por lo que la relacién entre la forma
protonada (ONOOH) y desprotonada (ONOO-) depende del pH local, en condiciones
fisiolégicas (pH 7.4) un 80 % se encuentra en forma anidnica (Radi et al, 2000). La
inusual estabilidad del ONOQO™ como anién contribuye a su toxicidad, ya que le permite
difundirse lejos de su sitio de formacién e incluso traspasar membranas celulares. A
pH fisiolégico el ONOO™ puede volverse altamente reactivo, mediante tres distintas
rutas: 1) la descomposicion mediada por el i6n hidrégeno para formar un intermediario
denominado acido peroxinitroso ONOOH, el cual tras una ruptura homolitica da lugar
al OHe y NO;, (Beckman et al, 1990), 2) reaccion directa del anién con grupos
sulfhidrilos (Radi et al., 1991), y 3) reaccion con iones metalicos para formar un
potente agente nitrosativo similar al NO," (Ischiropoulos et al, 1992, Beckman et al
1992). Debido a las diferentes moléculas blanco con las que puede reaccionar a nivel
celular, el peroxinitrito tiene una vida media menor a los 100 ms que le permite un
potencial traslado intra o extracelular no mayor a los 20 um (Radi et al, 1998; Romero

et al, 1999). Los efectos biolégicos y su deteccion dependen de la habilidad para



atravesar membranas celulares. En ese sentido se ha comprobado que tanto la
especie anionica (ONOO-) mediante canales aniénicos, como la forma protonada
(ONOOH) mediante difusién pasiva son capaces de hacerlo y ambos procesos
coexisten a pH fisioldgico (Marla et al, 1997; Denicola et al, 1998).

Sin embargo, dado que la velocidad de reaccién con diversas moléculas blanco es
similar a la velocidad de difusién del peroxinitrito, el hecho de que ocurra reaccién o
difusién va a depender de factores como la concentracion de los blancos potenciales,
el sitio de formacion y concentracién del peroxinitrito, la cinética con los blancos
presentes y la difusion (Romero et al, 1999). Independientemente de los derivados
radicales que pueda formar al sufrir homdlisis, el peroxinitrito es capaz de reaccionar
directamente con distintas moléculas blanco mediante la oxidaciéon por uno o dos
electrones. Cuando la oxidacién ocurre por dos electrones la molécula de peroxinitrito
(ONOO- o0 ONOOH) reacciona con una cinética de segundo orden que depende de la
concentraciéon de la molécula blanco, de modo que la constante aparente de
descomposicion de peroxinitrito aumenta en forma lineal con la concentracidén de ésta
(figura 7, reacciones | y IlI) (Radi et al, 2000, 2001). Puede reaccionar ademas de
forma directa con tioles presentes en el sitio activo de ciertas peroxirredoxinas (ej:
triparredoxina peroxidasa) en el orden 105 - 10 7 M-1s-1 (Trujillo et al, 2004), y en
aminoacidos libres, albumina y glutation, entre otros, con constantes cinéticas que se
encuentran en el orden de 103 M s™* (Radi et al, 1991; Quijano et al, 1997).
Finalmente, dada su naturaleza oxidante, el ONOOQO", por si s6lo, o dando lugar a otros
agentes oxidantes, es capaz de causar peroxidacion lipidica, oxidacion de grupos
sulfhidrilo, dafo al ADN, hidroxilacion, asi como la oxidacién de centros Fe-S y Zn-
tiolato (Sampson et al., 1996).

3.1.3 ERO, ERN, radicales libres y dafio a macromoléculas

Debido a su alta reactividad, tanto ERO como ERN vy radicales libres, pueden
ocasionar dafio celular, siendo potencialmente toxicos, mutagénicos o carcinogénicos.

El ADN, los lipidos y las proteinas son las macromoléculas mas sensibles al dafio



oxidativo. En la Fig. 1.0, se muestra la formacion cronolégica de ERO durante la
cadena respiratoria en la mitocondria, culminando en la formacion de OHe el cual es
capaz de interaccionar directamente con lipidos y ADN. Ademas de dar lugar a
mutaciones, la interaccion directa de las especies reactivas y radicales libres con el
ADN puede provocar otras alteraciones tales como, el rompimiento de la hebra de
ADN, entrecruzamiento de enlaces peptidicos-ADN y oxidacién de purinas induciendo
muerte celular por apoptosis (Dizdaroglu et al, 2002; Waris y Ahsan, 2006). Por otro
lado, el dafio a lipidos es el campo mas estudiado dentro de las interacciones de las
especies reactivas y macromoléculas. Debido a sus enlaces dobles, los acidos grasos
poliinsaturados son excelentes blancos para las especies reactivas, las cuales al
interaccionar con ellos ocasionan peroxidacion lipidica, este fendmeno es una
reaccion en cadena que inicia cuando el acido graso blanco pierde un atomo de
hidrogeno convirtiéndose en un radical lipidico, éste a su vez reacciona con el oxigeno
creando un radical peroxilo (ROO¢). Este radical peroxilo dara lugar a un hidroperéxido
lipidico y un nuevo radical lipidico por sustraccion de un atomo de hidrégeno de un
segundo acido graso y, asi sucesivamente de una molécula a otra. Finalmente, la
interaccion que puedan tener con las proteinas puede causar dafios que incluyen
peroxidacion, cambios en su estructura terciaria, alteracion de determinados residuos
de aminoacidos, e incluso fragmentacion, inactivacion y degradacion proteica (Davis,
1987) esto puede dar como resultado severas alteraciones como pérdida de la
actividad enzimatica, en el balance energético e interferencia con los potenciales de
membrana (Kohen y Niska, 2002).

H,O + O,

o)

Dano al ADN o proteinas

Fig. 1.0 Modificado de Nordberg & Arnér, 2001. Esquema simplificado que muestra
la generacion cronoldgica de las especies reactivas de oxigeno y radicales libres, y



3.1.4 Estrés oxidativo y enfermedades neurodegenerativas
El cerebro utiliza cerca del 20% del total de oxigeno consumido por el cuerpo, el cual

puede dar lugar a la produccién de radicales libres y a un aumentado nimero de ERO
y ERN. La particular susceptibilidad del cerebro por ERO/ERN se le atribuye a su alta
tasa metabolica y a su reducida capacidad de regeneracion celular. El proceso de
neurodegeneracion ha sido atribuido a la interaccion de varios factores, incluyendo
factores ambientales y predisposicién genética. Sin embargo, el desbalance en el
estado redox del organismo, asi como alteraciones en los niveles y metabolismo de
algunos metales, es una de las teorias mas solidas dentro del estudio de las
enfermedades neurodegenerativas, siendo que la mayoria de las caracteristicas en
estas enfermedades presentan estos factores en comun. La enfermedad de Alzheimer
(EA), Parkinson (EP) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) son algunas
enfermedades neurodegenerativas asociadas a componentes oxidativos. Todas ellas
tienen en comun disfuncién mitocondrial, un aumentado dafio oxidativo, agregacion
anormal de proteinas y proteosomas, alteraciones en el metabolismo de metales
(principalmente Fe), inflamacion y excitotoxicidad (Rivas-Arancibia et al, 2011),
algunos de estos factores se encuentran representados en la figura 2.0 en donde se
esquematiza que al converger todos, dan lugar a un proceso de neurodegeneracion.
Ademas que varios indicadores de dafno oxidativo por ERO/ERN han sido reportados
dentro de las regiones cerebrales especificas que presentan una neurodegeneracion

selectiva para cada enfermedad.

nitocondrial
Mal plegamiento peotesco

v 4
Fig. 2.0 Modificada de Federico et Asiitacian ) €— —>
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3.2 MECANISMOS ANTIOXIDANTES
La cantidad excesiva de ERO/ERN o radicales libres necesita ser controlada

convirtiéndolos en moléculas inocuas o bien, atrapandolas justo después de su
formacion. Estos mecanismos protectores en conjunto, constituyen el sistema de
defensa antioxidante cuyo objetivo es prevenir el dafio celular por radicales libres y
especies reactivas que pueden estar relacionadas con enfermedades
neurodegenerativas y en general, a las caracteristicas propias del envejecimiento. El
objetivo principal de los sistemas antioxidantes es entonces, mantener la homeostasis
redox en el organismo. Estos sistemas pueden ser exdégenos o endogenos. Dentro de
los exdgenos encontramos a los antioxidantes naturales como la vitamina A (retinol), C
(acido ascorbico) y E (tocoferol), ademas de los antioxidantes polifendlicos como los
flavonoides. Dentro de los sistemas endodgenos, destacan los sistemas de la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa, aldehido deshidrogenasa
y sulforedoxina, todos pertenecientes a la clase de sistemas antioxidantes
enzimaticos; por otra parte encontramos al glutation (GSH) dentro de los sistemas
antioxidantes enddégenos no enzimaticos y el cual representa la defensa antioxidante
mas importante en el sistema nerviosos central (Main et al, 2012) Sin embargo,
ademas de estos sistemas, en el organismo se han desarrollado otros mecanismos
que contribuyen a combatir la generacién excesiva de especies reactivas y radicales
libres. Un ejemplo de estos sistemas, es el correspondiente a la via de las kinureninas
la cual da lugar a la sintesis de metabolitos capaces de atrapar eficientemente

especies reactivas y radicales libres (Lugo-Huitrén et al, 2012).



3.3  VIA DE LAS KYNURENINAS (VK)
La via de las kinureninas (VK; Fig 3.0) es la principal ruta catabdlica dentro del

metabolismo del triptéfano en mamiferos (Wolf, 1974). Mas del 95% del triptéfano
ingerido de la dieta es dirigido hacia esta ruta, mientras que sélo el 1% es convertido a
serotonina (5-HT) (Peters, 1991). La VK se encuentra presente en humanos, roedores
y otros mamiferos, principalmente en cerebro e higado; es la responsable de la
biosintesis del nicotinamida adenina dinucledtido (NAD®) y otros metabolitos
neuroactivos, a los que nos referiremos como kinureninas; éstos incluyen a: kinurenina
(KYN) (Laptin et al,1982), &cido kinurénico (KYNA), 3-hidroxikunurenina (3-HK)
(Eastman, 1989; Moroni, 1999), acido picolinico (PIC) (Melillo et al, 1996) y acido
quinolinico (QUIN) (Laptin et al, 1982; Shwarcz et al, 1983; Stone, 1993). La
localizacion celular de la VK esta demostrada en macréfagos (Heyes et al, 1996),
células de la microglia (Espey et al, 1997) y astrocitos (Moffett et al, 1993, Saito et
al,1993b; Speciale & Shwarcz,1993). Han sido detectadas dos enzimas diferentes
para el inicio de la degradacién del triptéfano, las cuales dependen del tejido: En
higado, el anillo inddlico del L-triptéfano es abierto oxidativamente por la triptéfano
dioxigenasa (TDO) para producir N-formil kinurenina. En cerebro, asi como en otros
tejidos periféricos, la enzima responsable de esta reaccién es la indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO). La N-formil kinurenina es transformada a L-kinurenina (L-KYN) por
la L-KYN formamidasa, precursor inmediato de tres distintas enzimas: kinureninasa
(formando acido antranilico, AA), kinurenina 3-hidroxilasa (formando 3-HK) vy
kinurenina aminotransferasa (KAT; formando KYNA, por transaminacion irreversible).
Descendiendo en la ruta, a partir de la 3-HK, la kinureninasa, una enzima piridoxal-
fosfato dependiente, localizada en el dominio citosdlico , da lugar al acido 3-
hidroxiantranilico (3-HA), o bien, a través de la hidroxilacion del acido antranilico por
enzimas microsomales de hidroxilacion. Posteriormente, la enzima 3-hidroxiantranilato
dioxigenasa (3-HAQ) abre el anillo de 3-HA para producir un intermediario inestable

(2-amino-3-carboximuconato semialdehido) que es transformado inmediatamente a



QUIN. Finalmente, el QUIN es transformado a NAD" gracias a la enzima quinolinato

fosforibosil transferasa (QPRT), localizada en astrocitos.

P
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Figura 3.0 Via de la kinureninas (modificada de Rodgers et al, 2009)

3.3.1 Metabolitos neuroactivos de la VK
QUIN, es un agonista enddgeno de los receptores N-metil-D-aspartato (rNMDA) para

glutamato, se le atribuyen efectos neurotéxicos debido a su habilidad para inducir la
activacion excesiva de los rNMDA, provocando un incremento del Ca?* citosdlico,
agotamiento del ATP y del acido y-aminobutirico (GABA) asi como la muerte
apoptotica especifica de neuronas GABAérgicas y colinérgicas (Foster et al, 1983;
Schwarcz et al, 1984; Santamaria & Rios, 1993; Stone, 1993; Moroni et al, 1999;
Chiarugi et al, 2001). Esta neurotoxina ha sido ampliamente utilizada para inducir
quimicamente, en modelos de animales (Schwarcz et al, 1983; Beal et al, 1986), la

enfermedad de Huntington (EH); ya que una sola dosis intraestriatal de QUIN (100



nmol) es capaz de mimetizar varias de las caracteristicas neuroquimicas e histolégicas
de la enfermedad (Schwarcz et al, 1983; Beal et al, 1986, Ferrante et al ,1993).
Ademas de que el desbalance en su produccion ha sido implicada en diversos
desérdenes neurodegenerativos (Stone y Perkins, 1981; Moroni et al, 1986; Schwarcz

et al, 1988; Heyes et al, 1990, 1992; Stone, 1993; Heyes, 1996)

Fig. 4.0 Estructura quimica del acido quinolinico (QUIN)

KYNA, ha sido ampliamente reportado como antagonista de receptores ionotropicos
(ICs0 : >100 pM) (Perkins y Stone, 1982; Stone, 1993). A concentraciones fisioldgicas
(50-100 nM), actua selectivamente como antagonista en los rNMDA para glutamato
(blogueando el sitio co-agonista para glicina;ICso: = 8 uM; Parsons et al., 1997), asi
como inhibidor no competitivo para el receptor a-7-nicotinico (a7nACh;ICsy: =7uM,;
Hilmas et al., 2001). KYNA ejerce acciones anticonvulsivas y antiexcitotoxicas (Foster
et al, 1984), propiedades neuroprotectoras que se le atribuyen principalmente a su
antagonismo sobre los receptores para aminoacidos excitadores. Reportes en
estriado, sugieren que el incremento en los niveles de KYNA resulta en una marcada
reduccion de los niveles de glutamato (Carpenedo et al, 2001; Rassoulpour et al,
2005a), este efecto se encuentra mediado por un mecanismo dependiente de los
a7nACh, que a se vez da lugar a un descenso en los niveles extracelulares de
dopamina (DA) (Rassoulpour et al, 2005a) sugiriendo un rol importante tanto en la
transmision glutamatérgica como en la dopaminérgica. Ademas recientemente se ha

reportado como ligando para el receptor GPR-35 expresado en células de los ganglios



basales y las pertenecientes al sistema inmune (Wang et al, 2006); la expresion de
este receptor se encuentra aumentada durante la inflamacién, por lo que, se ha
propuesto que KYNA puede incidir sobre él inhibiendo las sefales proinflamatorias,
como la secrecién del factor de necrosis tumoral TNF-a. Variaciones en los niveles de
KYNA se han ligado a distintas patologias y enfermedades neurodegenerativas. Un
aumento en los niveles de KYNA ha sido asociado con eventos anticonvulsivos
(Foster et al, 1984), alteraciones cognitivas (Shwarcz et al, 2002), esquizofrenia
(Erhardt et al , 2003),, Alzheimer (Baran et al, 1999), Esclerosis Lateral Amiotréfica

(Fuvesi et al, 2012). Mientras que, un descenso en los niveles de KYNA ha sido

reportado en enfermedades neurodegenerativas tales como: Parkinson, Esclerosis

multiple y Huntington (Shwarcz & Pelliciari, 2002)

O

Fig. 5.0 Estructura quimica del acido kinurénico (KYNA)

3.3.2 Vias de sintesis de KYNA

El KYNA en cerebro, es sintetizado en los astrocitos a partir de su precursor inmediato
L-kinurenina y liberado rapidamente hacia el medio extracelular (Carpenedo et al,
2001; Rassolpour et al, 2005a). La transformacion de kinurenina a KYNA es
principalmente atribuida a la transaminacion irreversible del precursor por las
kinurenina aminotransferasas | y Il (KAT |y Il), localizadas preferencialmente en las
células gliales (Guillemin et al., 2001). Siendo la KAT Il la principal responsable de
esta reaccion dado que su pH o6ptimo se encuentra dentro del rango fisioldgico (pH
7.4) a diferencia de la KAT | (pH 9.6) (Guidetti et al., 1997). Ambas enzimas poseen

una baja afinidad por su sustrato (= 1 mM) en comparaciéon a la kynurenina 3-



monooxigenasa (KMO) quien posee el valor mas bajo de Km (78uM) y con ello mayor
afinidad por la kynurenina dirigiendo asi la VK hacia la formacién de NAD/QUIN
(Bender y Mccreanor, 1982), por lo que en esta ruta de formacion, la tasa de sintesis

de KYNA esta regulada por la disponibilidad de kinurenina.

3.3.2.1 D-aminoacidos en la sintesis de KYNA.

La D-KYN es generalmente considerada como la forma enantiomérica menos
favorecida para la sintesis de KYNA. Sin embargo, la D-KYN puede ser producida a
partir de D-TRP por la TDO en mamiferos, dado que esta enzima posee valores de
Km similares para D- y L-TRP (Baran y Shwarcz, 1993). Adicionalmente, ha sido
reportada la presencia de D-TRP en la orina de humanos mediante electroforesis
capilar con hidroxipropil-g-ciclodextrina como diferenciador quiral. Aunque la fuente de
D-TRP aun no ha sido totalmente esclarecida, se ha propuesto que puede ser
resultado de la acciéon de bacterias intestinales o bien ser producto de procesos de
racemizacion de proteinas en el procesamiento de los alimentos. Incluso, la
produccién de D-KYN a partir de D-TRP puede estar aumentada durante infecciones
bacterianas, que a su vez, pudiera desencadenar respuestas inflamatorias que sobre-
regulan la expresion de la IDO (Johnson et al., 2009). La presencia de los D-
aminoacidos de manera natural, no es un hecho aislado, ya que se ha reportado que
poseen un papel importante en la regulacion de diversos procesos como el
crecimiento, la transmision neuronal, la secrecibn hormonal, entre otras
(Khoronenkova et al., 2009).

Ademas estudios in vitro e in vivo en ratas y conejos han mostrado que D-KYN es
convertida a KYNA en tejidos periféricos (Mason y Berg 1952; Loh y Berg 1971), y que
la concentracién de KYNA en plasma es incrementada posterior a la administracion
sistémica de D-KYN en ratas y ratones (Fukushima et al, 2009; Wang et al., 2010).
Incluso, estudios en sistemas experimentales carentes de a-cetoglutarato, un cofactor

gue necesitan las KAT's, reportan que KYNA es eficientemente sintetizado a partir de



D-KYN, hecho que no ocurre para el caso de la L-KYN (Miller et al., 1953). Apoyando
esta aseveracion, estudios recientes han proporcionado evidencia que establece que
la conversion de D-KYN a KYNA es llevada a cabo por la D-aminooxidasa (DAAO),
una enzima que cataliza la deaminacién oxidativa de los D-aminoacidos (Loh y Berg
1971; Fukushima et al. 2009; Ishii et al. 2010). Adicionalmente, Fukushima y
colaboradores (2008) encontraron que el valor de Tmax en plasma para KYNA fue
alcanzada a los 5 minutos después de la administracién de D-KYN, lo que sugiere que
la transformacion de D-KYN a KYNA ocurre muy rapidamente. Paralelamente, este
mismo grupo reportd que la administracion de un inhibidor de la DAAO suprime solo
parcialmente la produccién de KYNA. Por otro lado, resultados preliminares obtenidos
por nuestro grupo (Pérez de la Cruz, 2012) en los cuales se realiz6 dialisis reversa en
el estriado de ratas anestesiadas, se observd que la D-KYN incrementa los niveles de
KYNA extracelular de manera dosis- y tiempo-dependiente, llegando hasta ~300 %
sobre los valores basales. Resaltando que, el empleo del acido amino-oxiacético
(AOAA), un inhibidor inespecifico de las kinurenina aminotransferasas, reduce solo
parcialmente los niveles de KYNA, lo cual sugiere mecanismos alternos de la
produccién KYNA por D-aminoéacidos.

3.3.2.2 ERO/ERN vy la formacion de KYNA

Existe evidencia que apoya la interaccion directa entre las ERO/ERN y derivados
inddlicos especialmente aquellos con substituciones alifaticas en la posicion 3-, como
ocurre en especifico con el Trp (Peyrot y Ducrocq, 2008). Politi en 1991, describe una
ruta alternativa de formacién de KYNA en la que, una vez acontecida la
transaminacion oxidativa del Trp, el derivado indol-3-piravico resultante es oxidado por
ERO dando lugar a un intermediario inestable que sufre ciclizacion espontanea y
forma KYNA ( I, Fig. 6.0 ). Por otro lado, Hardeland en 2001 demuestra que la
produccién de KYNA a partir de L-KYN en homogenados de Lingulodinium polyedrum,
incrementa considerablemente en presencia de paraquat (aceptor de € y formador de

H,O, y O,) y carbonil-cianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP; generador de H,O,y



desacoplador en la fosforilacién oxidativa), el incremento oscila entre el 53% para el
primero y 65% para el segundo, respecto a los controles. Por otro lado, cuando se
bloquea la cadena de transporte de € del fotosistema Il de L. polyedrum, afiadiendo
diclorofenildimetilurea (DCMU), y por ende la formacion de ROS disminuye, la
produccion de KYNA a partir de L-KYN se reduce cerca del 42% en la primera hora de
incubacién. Adicionalmente, se ha reportado que KYNA puede ser formado a partir de
L-KYN en presencia de H,O, por si solo, a una tasa baja pero sustancial, gracias a la
desaminacion oxidativa provocada por los radicales libres generados a partir del
peréxido de hidrogeno formando un intermediario inestable que sufre ciclizacion
espontanea para dar lugar a KYNA (Zsizsik y Hardeland, 2001b; II, Fig. 6.0). La
interaccion directa de ROS/ RNS con los derivados del Trp es reflejada en su
eficiencia como atrapadores de OHe y ROOe¢, ello favorece su propia oxidacion y la
interaccion con otros radicales y ERO como O,”, NOe y ONOO". Ademas es
importante mencionar que a pH fisiolégicos y una baja concentracion de CO,, el
ONOO" reacciona con el N-acetil-Trp, produciendo principalmente kinureninas vy

derivados 1-nitrosos (Suzuki et al, 2004; Peyrot et al, 2003; Yamakura et al, 2006).

EYNA

Fig. 6.0 Modificada de Hardeland & Zsizsik 2002. Rutas enzimaticas y no-enzimaticas de
formacién de acido kinurénico y acido xanturénico. El proceso de hidrdlisis representado en
negritas hace referencia a nuevas vias de formacién de acido kinurénico a partir de kynurenina
que involucran la accién de hemoperoxidasas y/o ERO .



3.4 KYNA en enfermedades neurodegenerativas
Dada su accién sobre los receptores NMDA y a7nACh, y a su capacidad como

atrapador de radicales libres, las variaciones en los niveles de KYNA han sido
relacionadas con distintos desérdenes neurodegenerativos (Erhardt et al, 2004;
Reinhard, 2004; Schwarcz y Pellicciari, 2002; Stone y Darlington, 2002). En la EH, los
niveles de KYNA son practicamente nulos en el nucleo caudado resultado de la
reducida actividad de KAT | y Il en el estriado de cerebros de pacientes con esta
enfermedad. La reduccion de la actividad de las KATs aunado a la incrementada
actividad de la IDO/TDO en pacientes con EH dirige la VK hacia la formacién de acido
quinolinico dando lugar a eventos de estrés oxidativo y excitotoxicidad. En etapas
tempranas de la EA, los niveles de KYNA asi como la expresion de las KATs han
demostrado una tendencia a incrementarse como respuesta de compensacién por los
altos niveles de QUIN (Baran et al, 1999). Por otro lado, también se ha demostrado
que a medida que progresa la enfermedad los niveles de KYNA disminuyen, y se ha
sugerido que la formacion de KYNA depende del metabolismo energético, mismo que
se encuentra alterado en las etapas tempranas de la EA lo que explicaria los cambios
en los niveles de KYNA conforme el progreso de la enfermedad. Finalmente en la EP,
los incrementados niveles de 3-HK, ponen de manifiesto la tendencia de la VK en esta
patologia a favorecer la sintesis de 3-HK a partir de L-KYN sobre la de KYNA,
caracteristica que a su vez, puede ser responsable de la susceptibilidad que presentan
las neuronas de estos pacientes al dafio oxidativo (Ogawa et al, 1992).

3.5 KYNA como antioxidante

KYNA es capaz de atrapar distintos radicales libres bajo distintas condiciones
experimentales (Goda et al., 1996; Hardeland et al., 1999; Hardeland y Zsizsik, 1997;
Zsizsik y Hardeland, 2001a; Zsizsik y Hardeland, 1999a,b). Resultados derivados de
nuestro grupo de trabajo corroboran esta propiedad, demostrando en ensayos in vitro

de sistemas sintéticos de generacion de radicales libres y especies reactivas, que



KYNA es capaz de atrapar eficazmente O, y OHe(ICs:: 212 y 209 uM,
respectivamente), asi como ONOO™ (ICsp: 598.4 uM). Resaltando, que los valores de
atrapamiento de KYNA son 10 veces mas efectivos que GSH para atrapar O,". Del
mismo modo, en homogenados de cerebro y cerebelo, KYNA redujo la cantidad de
ROS formadas en condiciones pro-oxidantes (inducidas por FeSO,) asi como la
peroxidacion lipidica en los mismos, este efecto se observo incluso cuando al medio
de incubacion se agregaban antagonistas (MK801, memantina) para los receptores
NMDA, evidenciando asi, su capacidad antioxidante sobre la antagonista (Lugo-
Huitrén, 2012).

3.6 KYNA en cerebelo

La presencia de KYNA en cerebelo ha sido ampliamente reportada en
concentraciones que oscilan entre los 140 + 0.02 fmol/mg de tejido en humanos
(Waldemar et al, 1988), y 63.6 + 8.5 fmol/mg de tejido en ratas (Swartz et al, 1990).
Recientemente, se ha reportado en experimentos in vivo que 30 min posteriores a la
administracion intraperitoneal de cualquiera de las formas enantiomericas D- 6 L-KYN
(30 mg/kg) en ratones, resulta en un incremento en la concentracion de KYNA en
cerebelo: 12.9 £ 1.0 nM y 45 + 14.1 nM, respectivamente. Incluso, se observd que la
produccion de KYNA a partir de D-KYN es mas eficiente en cerebelo que en el
prosencéfalo (12.9 + 1.0 nM vs 4.6 + 0.04 nM) , y que la producciéon por L-KYN (5
veces mas) sigue siendo mayor con respecto a D-KYN (Wang et al., 2012; Pérez-De la
Cruz et al., 2010). Esta diferencia regional ha sido atribuida principalmente a la alta
concentracién de la D-AAO en cerebelo (Horiike et al, 1994; Moreno et al, 1999;
Verrall et al, 2007). Estudios de microdialisis en ratas, han demostrado que tanto la
DAAO como las KAT son responsables de la conversion de D-KYN a KYNA en el
cerebro; y que, en cerebelo la D-AAO es responsable de mas del 90% de la
transformacion de D-KYN a KYNA (Ogaya et al., 2010; H.-Q.; Pérez-De la Cruz et al.,
2012), hecho que correlaciona con la robusta inmunoreactividad para la D-AAO y su

mRNA detectada en esta region (Verrall et al, 2007). La conversion de D-KYN a KYNA



dada principalmente por la DAAO es confirmada por el hecho de que en presencia de
inhibidores de la enzima, ya sea acido kojico, un inhibidor que compite por los D-
aminoacidos 6 el acido benzoico (inhibidor competitivo de la DAAO, forma puentes de
hidrégeno entre su grupo carboxilato y los residuos Arg 283 y Tyr 228 de la enzima,
Mattevi et al, 1996), la produccién de KYNA disminuye considerablemente (Pérez-De
la Cruz et al., 2012). Por otro lado, es importante mencionar que la produccién de
KYNA a partir de DKYN tanto en homogenados como en experimentos in vivo de
microdialisis en cerebelo no se ve afectada en presencia del acido aminooxiacético
(AOAA)( Pérez-De la Cruz et al., Congreso Society for Neuroscience 2012) un inhbidor
de las KAT que bloquea de manera inespecifica atacando la base Schiff formada entre
el cofactor piridoxal-5-fosfato (P5P) y la enzima (Beeler y Churchich 1976), no asi, en
presencia del acido kojico, con el cual la produccion de KYNA por DKYN es
significativamente disminuida (96%, p<0.01) (Pérez-De la Cruz et al., Congreso

Society for Neuroscience 2012).

3.7 CEREBELO

3.7.1 Generalidades
El cerebelo en mamiferos es una estructura encefdlica originada a partir del

metencéfalo, esta situado en la fosa craneana posterior (Martin, 2004 ), puede dividirse
en series reproducibles de pliegues anteroposteriores denominados Iébulos, situados
en tres regiones principales: vermis, paravermis y hemisferios (White y Sillitoe, 2012).
Desde el punto de vista funcional, se describen tres Idbulos: anterior, posterior y
nodulo floculonodular.

Existen tres aspectos en la anatomia del cerebelo que lo hacen una estructura
singular: es el unico que recibe informacién practicamente de todas las regiones
cerebrales, la simpleza y uniformidad de la organizacién celular de la corteza
cerebelosa que se repite fidedignamente a través de sus capas, y la gran cantidad de
neuronas que contiene, = 50 billones de neuronas, que corresponde aproximadamente

a la mitad del total de neuronas en todo el cerebro (Rammani, 2006). Aunque el



bauplan de la corteza cerebelosa es similar entre vertebrados, existen algunas
diferencias en la distribucion de las células granulares y de purkinge, difieren también
en su forma externa, la disposicion de sus neuronas, la prominencia de las conexiones
aferentes y eferentes, asi como la diferenciacion de las interneuronas inhibitorias de la
capa molecular en células estrelladas y células en cesto (Voogd y Glikstein, 1998).

La corteza del cerebelo esta organizada en tres capas que rodean a la materia blanca

y a los nucleos cerebelosos: molecular, de Purkinje y granular (Fig. 7.0)
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Fig. 7.0 Modificado de Voogd y Gilkstein, 1998. Capas y componentes
celulares de la corteza cerebelosa

En estas capas, se reconocen cuatro tipos de neuronas: granulares, de Purkinje,
células de Golgi, células estrelladas y células en cesto, interconectadas en un circuito
por las fibras trepadoras y musgosas. Las células granulares, son las mas
abundantes, de naturaleza glutamatérgica, las unicas interneuronas excitatorias del
cerebelo, sus axones ascienden hacia la capa molecular donde se bifurcan dando
lugar a las fibras paralelas que hacen sinapsis con las células de Purkinge y otras
interneuronas. Las células de Purkinge son de gran tamafio, de naturaleza gabaérgica
y proyeccion inhibitoria, cada una recibe la informacién de una unica fibra trepadora,
sus axones se proyectan a través de la sustancia blanca cerebelosa para hacer

sinapsis con neuronas de los nucleos cerebelosos profundos. Las células Golgi, son



interneuronas que inhiben a las células granulares (Fig. 7.0), en ellas colocalizan tanto
GABA como dlicina. Finalmente, las interneuronas denominadas células estrelladas y
células en cesto se localizan en la capa molecular, reciben informacion de las fibras
paralelas, son puramente GABAérgicas y se encargan de enviar sefiales inhibitorias a
las células de Purkinge (Fig 8.0). La interaccion de cada una de estas células, a través
de las capas de la corteza, dan origen a un circuito delicadamente regulado en el que
se identifican dos entradas excitatorias principales al cerebelo: las fibras trepadoras y
las musgosas. Mientras que las fibras trepadoras hacen sinapsis directamente a las
células de Purkinje, las musgosas hacen sinapsis primero con las granulares y dan
lugar a las fibras paralelas que posteriormente hacen sinapsis con las células de
Purkinje y las interneuronas estrelladas y en cesto. Para que finalmente, las células de
Purkinge proyecten sus axones, y con ello su accion inhibitoria, reduciendo los

elevados niveles de actividad neural en los nucleos cerebelosos profundos (Fig 8.0)
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Fig. 8.0 Circuito cerebelar. Se esquematiza como las fibras trepadoras (CFs) originadas exclusivamente en el nucleo de la
oliva inferior (NOI). En contraste, las fibras musgosas (MFs) originadas a partir de un gran numero de células del nucleo
precerebelar (NP). Las CFs terminan sobre neuronas del nucleo cerebelar (fn, nucleo fastigal; in, nucleo interpdsito; dn,
nucleo dentado) y en dendritas de células de Purkinje. Las MFs terminan en neuronas del nucleo cerebelar, en dendritas de
células granulares, y en células unipolares en brocha. Distintos tipos de interneuronas residen en cada una de las tres capas
celulares cerebelosas haciendo conexion especifica dentro de la corteza cerebelar. Las proyecciones eferentes de la corteza
cerebelosa (axones de las células de Purkinje) y del cerebelo (axones del nucleo cerebeloso) estan organizadas
topograficamente. Capas del cerebelo: capa molecular (cm), capa de células de Purkinje (cp), capa granular (cg), materia
banca (mb), nucleo cerebeloso (nc). Modificada de White y Sillitoe, 2012.



3.7.2 Astrocitos, neurotransmisores y receptores presentes en cerebelo
Existen dos tipos de astrocitos descritos en el cerebelo: glia de Bergman (GB) en la

capa molecular y astrocitos protoplasmicos en velamen en la capa granular. Los
somas de la GB se encuentran en la capa de células de Purkinje donde forman
rosetas alrededor de estas células, durante el desarrollo temprano se encargan de
guiar a las células granulares a su destino final. La posicion anatomica de estas
células sugiere que son capaces de interactuar funcionalmente con otras neuronas del
cerebelo. Existen varios elementos celulares expresados en la GB dependiendo del
proceso que se esté llevando a cabo, por ejemplo, el transportador de glutamato-
aspartato (TGLAS) es densamente expresado cuando los niveles de glutamato en el
espacio extracelular aumentan dando lugar a la activacion de los receptores AMPA
presentes en la BG (Hoogland, 2010).

3.7.2.1 Acetilcolina

En el cerebelo se encuentran presentes las enzimas necesarias para la sintesis de
este neurotransmisor: colina acetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinaesterasa, con
niveles particularmente altos durante las etapas mas tempranas del desarrollo,
consistentes con la aparicién de la innervacion colinérgica en el cerebelo fetal, la
extensién de los conos axoénicos y la formacion sinaptica.

En el cerebelo adulto tanto la acetilcolina como los receptores del sistema colinérgico
estan presentes en las células de Purkinje (cP), las granulares y las de Golgi. De
hecho, es a través de los receptores muscarinicos que las fibras musgosas son
capaces de modular la actividad inhibitoria de las cP (Kwong, 2000).

3.7.2.2 Glutamato

Una intensa inmunoreactividad a glutamato (Glu) esta distribuida principalmente en la
capa molecular y en los somas de las células granulares. La presencia de receptores
glutamatérgicos varia durante el desarrollo pre y postnatal. A pesar de ello, se han
detectado receptores NMDA (rNMDA) y AMPA (rAMPA) en el cerebelo fetal. Los

rNMDA presentes tanto en la capa molecular como en la granular incrementan con la



edad, mientras que los rAMPA en la capa granular incrementa hasta los = 40 afios y
luego disminuye cerca de los 60 afios. La presencia de ambos receptores significa la
existencia de transmision glutamatérgica en el cerebelo (Kwong, 2000).

3.7.2.3 GABA

La presencia de GABA ha sido extensamente reportada en las capas del cerebelo,
especialmente en las cP, células estrelladas, en cesto y fibras musgosas. GABA
aparece muy temprano en el desarrollo, y su presencia va en aumento con respecto a
la maduracién de las células nerviosas, lo que sugiere que puede jugar un rol
importante estimulando la diferenciacién neuronal. De entre las células positivas para
GABA, son las granulares con la mayor inmunoreactividad, seguidas de las células
estrelladas, en cesto y de Golgi, siendo las cP las que expresan este tipo de receptor
mas débilmente. Una particularidad de los receptores GABAA (rGABA,) es que estan
presentes en las neuronas pero no en sus terminales axonales, lo cual sugiere su
naturaleza postsinaptica en el circuito inhibitorio mediado por GABA en el cerebelo. En
cuanto a su regulacion, dado que el incremento en rGABA, coincide con el periodo de
sinaptogénesis en la capa granular de la corteza cerebelar (Altman, 1972) puede
implicar que los contactos excitatorios de las fibras musgosas y/o el contacto
inhibitorio de las células Golgi son los encargados de regular la expresion de GABAa
(Sigel y Buhr, 1997; Carlson et al, 1998). El receptor GABAg también se encuentra
presente tanto en el cerebelo de ratas como en el de humanos, éste se expresa
principalmente en las cP.

3.7.24 Catecolaminas

Neuronas vy fibras catecolaminérgicas han sido descritas en cerebelo (Fuxe 1965,
Hokfel y Fuxe 1969, Bloom et al 1971, Landis et al 1975, Yamamoto et al 1977, Kimoto
et al 1981, Felten et al 1986). A partir de métodos inmunohistoquimicos se ha
detectado, en la corteza cerebelar y los nucleos profundos, la presencia de dos de las
principales enzimas involucradas en el sistema catecolaminérgico, la tirosina

hidroxilasa (TH) y la dopamina-B-hidroxilasa (DBH). La aparicion de cP y células



granulares positivas para TH y DBH, pueden ser identificadas desde muy temprano
tanto en modelos animales (Hayashi, 1987) como en fetos humanos (Yew et al, 1995),
alrededor de la semana 16-18 de gestacion. Derivado de su temprana aparicion se ha
sugerido que, ademas de la neurotransmision, pueden estar implicadas en otras
funciones: ejerciendo influencias neurotréficas durante el desarrollo del cerebelo
(Konig et al, 1988), induciendo la diferenciacion de las cP (Lauder y Bloom, 1974) vy
participando en la generacion de las redes necesarias para el establecimiento de los
circuitos neuronales definitivos (Yeh y Woodward, 1983). Posterior al nacimiento, y ya
en la edad adulta las fibras noradrenérgicas estan presentes en todas las capas de la
vermis anterior del cerebelo. Estudios con 6-hidroxidopamina en cerebros adultos han
dejado de manifiesto la influencia inhibitoria que ejerce la corteza cerebelar en el
sistema limbico a través del nucleo fastigial ( o del techo) (Maiti y Snider, 1975).
3.7.2.5 Serotonina

Estudios en modelos animales indican que la serotonina (5-HT) se encuentra presente
en cerebelo en el desarrollo postnatal. Las fibras serotoninérgicas se encuentran
predominantemente distribuidas en la capa de cP, la capa interna granular, la zona
celular de migraciéon entre la capa de cP y el nucleo profundo. Por otro lado, la capa
externa granular, asi como la capa molecular raramente contienen fibras
serotoninérgicas (Bishop et al, 1985 a,b). Por otro lado, se han encontrado receptores
5-HT en la corteza cerebelar de humanos durante el desarrollo prenatal y postnatal
(Del Olmo et al, 1994). En el feto, un incremento en éstos receptores se observa para
la semana 34 de gestacion, incluso en las capas granular y molecular; sin embargo,
postnatalmente, ocurre un descenso considerable, tal que a la edad de 4 afios la
presencia de receptores 5-HT es casi imperceptible. En rata, los receptores 5-HT son
encontrados principalmente en las células gliales del cerebelo durante el desarrollo
prenatal y postnatal (Verge et al, 1991). La aparicion de receptores 5-HT durante del
desarrollo prenatal en la corteza cerebelar no coincide con el desarrollo de la

inervacion serotoninérgica; por lo que, se ha propuesto que éstos receptores pueden



ejercer funciones de induccion en la ramificacion de neuritas, elongaciéon y formacion
de sinapsis (Haydon et al,1984; Sikick et al, 1990)

3.7.3 Funciones no-motoras del cerebelo

Tradicionalmente, al cerebelo se le atribuyen funciones principalmente de control
motor y coordinacion. Sin embargo, resultados recientes derivados de estudios
neuroanatdmicos, clinicos asi como de neuroimagen, han sustancialmente extendido
el rol fisioldgico cerebelar hacia la regulacién tanto cognitiva como afectiva (Baillieux et
al, 2008). Estudios neuroanatémicos han demostrado que existe conectividad entre el
cerebelo y las areas de la corteza media prefrontal (mCPF) (Krienen y Buckner,
2009). Ademas de que se ha comprobado que el cerebelo es capaz de modular la
liberacion de dopamina (DA) hacia la mCPF a través de dos vias neuronales
originadas en el nuacleo dentado (ND) (Rogers et al, 2011). Este hallazgo merece
especial atencion dado que la liberacion de DA en la mCPF estd asociado a
padecimientos neurolégicos como el autismo (Ernst, 1997) y la esquizofrenia (Bennet,
1998). Adicionalmente, estudios recientes en modelos murinos arrojaron que la
degeneracién de células de Purkinje aunado a lesiones en el ND dan lugar a déficits
en el aprendizaje sensomotriz y visoespacial (Joyal et al, 2001; Noblett y Swain, 2003).
Paralelamente se ha reportado que lesiones cerebelares o atrofias, y/o anormalidades
durante su desarrollo resultan en deficiencias cognitivas o emocionales asociadas al
autismo, déficits en la memoria de asociacion, habilidad verbal, planeacién y memoria
de trabajo (Botes-Marquard, 1993; Bracke-Tolkmit et al, 1989; Schmahmann y
Sherman, 1998, Kumar et al, 2010, Rapoport et al, 2000, Schmahmann, 1991). Varios
de estos hallazgos, incluso se han conjuntado en la denominacién de dos sindromes
directamente asociados con el cerebelo: El Sindrome cerebelar cognitivo-afectivo
(CCAS) y el Sindrome de la fosa posterior (PFS) ambos provocados por dafios
estructurales y/o funcionales del cerebelo, provocados por lesiones agudas, crénicas o

incluso desde el desarrollo temprano del cerebelo (Baillieux et al, 2008).



4.0 JUSTIFICACION

Cerebelo es una regién con caracteristicas particulares en cuanto a composicion
celular, conectividad hacia otras regiones y metabolismo. La informacién disponible
acerca de la VK en esta region es escasa, especificamente aquella relacionada con la
sintesis de KYNA, un antagonista endégeno de amplio espectro para receptores de
aminoacidos excitadores (principalmente rNMDA). Los reportes que existen al
respecto sefialan algunas singularidades respecto a las demas regiones del cerebro:
la administracion sistémica de D-KYN genera un rapido incremento en los niveles de
KYNA mucho mas pronunciado en cerebelo que en prosencéfalo, la diferencia entre la
sintesis de novo a partir de L-KYN comparada con la de D-KYN es mucho mas
estrecha, fendmenos que se han relacionado con la alta concentracién de DAAO en
esta region. Sin embargo, es importante sefalar que la DAAO en mamiferos posee
una mayor afinidad por D-metionina y D-prolina, ademas de que cerebelo posee los
valores mas bajos -con respecto a las demas regiones cerebrales- de concentracion,
Km y Vmax de la KAT Il (usando L-KYN como sustrato), la principal enzima
responsable de la sintesis de KYNA en las demas regiones. Por lo que, considerando
que las variaciones en los niveles de KYNA son una caracteristica de enfermedades
neurodegenerativas y desoérdenes psiquiatricos, dado su efecto
neuromodulador/neuroprotector y considerando ademas al metabolismo propio del
cerebro que incluye un alto consumo de oxigeno y con ello una elevada produccion de
ERO/ERN, resulta importante indagar otros mecanismos alternativos de sintesis de
KYNA que tomen en cuenta el incremento en la concentracion de estas especies
considerando el hecho de que los derivados del TRP son capaces de interaccionar
directamente con ellas. De comprobar que esto es posible se contribuiria a esclarecer
el origen en las variaciones de KYNA aun cuando la actividad enzimatica se mantenga
constante, proponer un mecanismo alternativo de sintesis, e incluso nos permitiria
trazar las lineas de conectividad entre el catabolismo del TRP en cerebelo y otras

regiones cerebrales, principalmente con la corteza cerebral.



5.0 HIPOTESIS

Si el anién peroxinitrito (ONOOQO") es capaz de interaccionar con los grupos funcionales

localizados en la estructura quimica de los precursores inmediatos (D- y L-KYN) en

cerebelo, entonces, parte del incremento en los niveles de KYNA se debera a este

fendmeno de manera independiente a la accidn enzimatica en este tejido.

6.0 OBIJETIVO GENERAL

Determinar si la produccion de KYNA a partir de los precursores D- o L-KYN es

estimulada por la presencia de ONOO™ en experimentos in vivo e in vitro.

6.1

OBIJETIVOS PARTICULARES

Determinar por HPLC los niveles de KYNA a partir de un estudio in vivo
mediante microdidlisis reversa en el que se administrara el precursor
inmediato: L- o D-KYN, en ausencia o presencia del inhibidor AOAA, y del pro-
oxidante ONOO'.

Determinar en los dializados qué tan disminuidos resultan los niveles de KYNA
al inhibir las KATs en cerebelo y compararlo con el posible aumento obtenido
tras la administracién de ONOO" .

Determinar el aumento en los niveles de KYNA en homogenados de cerebelo
en presencia de L- o D-KYN, y en ausencia o presencia del AOAA, asi como de
distintos inhibidores de la DAAO: acido kéjico, acido benzoico y &cido 5-metil-
pirazol-3-carboxilico.

Determinar el efecto del ONOO"en los niveles de KYNA en homogenados de
cerebelo al afiadir de L- o D-KYN en presencia o ausencia del AOAA y de los

inhibidores de la DAAO.



* Comparar el aumento en los niveles de KYNA en las distintas condiciones
establecidas, para determinar si parte de ese incremento es independiente de

la actividad enzimatica.

7.0 METODOS

7.1 Materiales y animales

Todos los reactivos empleados se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO, EUA). Las soluciones D- y L-KYN (1mM), AOAA (10mM), &cido kdjico (10 mM),
ONOO (100 pM) se prepararon usando agua desionizada obtenida de un sistema
purificador Milli-Q (Millipore). Para la preparacién del acido benzoico (stock 10 mM) el
agua se calentd previamente para lograr que se disolviera. El acido 5-metil-pirazol-3-
carboxilico (MPC), se disolvié en 5 ml de una mezcla: 4.7 ml de amortiguador PBS
(137 nM NaCl, 2.7 nM KCI, 8.1nM Na;HPO4*2H,0, 1.76 nM KH,PO,4, pH 7.4)/ 0.15 ml
etanol 100%/ 0.15ml Polietilinglicol.

Se usaron ratas Wistar macho (280-320 g) para la realizacién de este trabajo. En el
caso de aquellos sometidos a cirugia para la implantacion de canulas, se mantuvieron
de manera individual en una caja de acrilico con agua y alimento suficiente. Los
cuartos del bioterio se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (25 £ 3°
C), humedad (50 £ 10 %), y luz (12:12 ciclo luz:oscuridad).

7.2 Sintesis de ONOO

El ONOO’ se sintetizd de la manera descrita por Floriano-Sanchez et al., 2006,
mezclando, en bafno de hielo, 5 ml de la solucién de H,O, 0.7M en HCI 0.6 M con 5 ml
de KNO, 0.6 M, casi instantaneamente se detiene la reaccion con NaOH 1.2 M frio. El
H,0, residual se remueve usando una columna de MnO, prelavada con 1.2 M NaOH
durante 20 minutos. La mezcla obtenida se almacena a -20 °C por una noche. Se
recolecta la capa de liquido amarillo y se mantiene a -20 °C. La concentracién de

(ONOQ) se determina antes de cada experimento a 302 nm utilizando un coeficiente



de extincién molar de 1670 M cm™. Para el caso de los experimentos in vivo la

concentracién de ONOO' fue de 50 pM.

7.3 Experimentos in vivo
7.3.1 Cirugia estereotaxica

7.3.1.1 Establecimiento del area de implante
Para la parte in vivo, lo primero que se realiz6 antes de la implantacion de canulas, fue

corroborar que las coordenadas seleccionadas para la corteza cerebelar fueran
correctas. Por lo que, con nuestras coordenadas AP: -11, frente a bregma; L: +2, a
partir de bregma, y V:-4, desde dura, realizamos una cirugia intracerebelar e
inyectamos colorante azul de metileno. En la figura 12.0 que se muestra a
continuacion, se comprueba que las coordenadas utilizadas para todas las cirugias de

implantacién de canulas se localizan en la corteza cerebelar.

Fig. 12.0 Corte longitudinal de cerebelo. Se
sefala con flechas, la lesién en la corteza
cerebelar.

7.3.1.2 Implantacion de canulas
Para el procedimiento quirdrgico, se usaron ratas macho Wistar (280-3209g), las

cualesfueron) fueron anestesiadas con ketamina (80mg/kg) y xilazina (101 mg/kg). Se
realizaron cuatro perforaciones a nivel de craneo, tres de las cuales fueron para
colocar tornillos de soporte y el cuarto para la implantacion tal como se muestra en un
equipo de estereotaxia, donde se implantd, de manera unilateral, la canula guia (BASI)
en la corteza cerebelar (AP: -11, frente a bregma; L: +2, a partir de bregma, y V:-4,
desde dura, Paxinos y Watson) con algunas modificaciones de Wu H-Q, 2010. La
canula guia, asi como los tornillos (de apoyo para sostener el implante), fueron fijados

con acrilico dental.



Flg. 9.0 Canula implantada en el cerebelo de
una rata Wistar.

7.3.2 Microdialisis
Tres dias posteriores a la cirugia estereotaxica fue insertada una canula de

microdialisis (BASi, membrana de 2mm de longitud de membrana), a través de la
canula guia fija en la corteza cerebelar. La canula de microdialisis fue luego acoplada
a una bomba de microperfusion ajustada a una velocidad de 2 pl/min. Seis protocolos
distintos fueron probados, siendo cada rata su propio control: L-KYN, D-KYN, L-
KYN+AOAA, D-KYN+AOAA, LKYN+ONOO™, DKYN+ ONOO. Los animales con libre
movimiento, y acceso a comida y agua, fueron infundidos primero durante 2h para
establecer la linea base con solucion fisiolégica Ringer (en mM): NaCl, 144; KClI, 4.8;
MgSO,, 1.2; CaCl,, 1.7 . El inhibidor AOAA o el pro-oxidante ONOO" se infundieron
durante 30 min posteriores al establecimiento de la linea base. Enseguida se infundian
los precursores de KYNA en cualquiera de sus formas isoméricas (D 6 L) durante 2h.
Finalmente, durante cuatro horas mas, se infundia nuevamente solucién Ringer. Para
todos los casos la recoleccion de las muestras se realizé cada 30 min durante un
periodo de 8h, y se almacenaron en un REVCO a -70 °C, hasta su cuantificacién por

HPLC. En la figura 10.0 se observa el sistema de microdialisis montado y en proceso.



Fig. 10.0. Sistema de microdidlisis. En la imagen se muestra una rata Wistar macho
durante el procedimiento experimental realizado en un sistema de microdialisis
individual (BAS:I).

Experimentos in vitro

7.4 Preparacion de homogenados e incubacion

Para los experimentos in vitro, se emplearon como sistemas biolégicos homogenados
de tejido de rata, se extrajo el cerebelo, y se homogenizé 1:10 en amortiguador Krebs-
Ringer (NaCl 118.5 mM, KCI 4.75 mM, CaCl; 1.77 mM, MgSO, 1.18 mM, glucosa 5
mM, NaH,PO4 12.9 mM y NaHPO, 3 mM; pH 7.4). Se tomaron 80 ul de homogenado
1:10 (p/v) que fueron incubados en ausencia o presencia de D- 6 L-KYN 100 pM. Para
determinar si la produccion de KYNA era independiente de la actividad de las KATs se
afiadid6 AOAA, un inhibidor no-especifico de aminotransferasas, en la mezcla que
contenia previamente a los precursores D- 6 L-KYN 100 uM. Para observar el efecto
del ONOO" sobre la produccién de KYNA, se afadié a la mezcla de incubacion con los
precursores D- 6 L-KYN 100 uM, 25 uM de ONOOQO'. Adicionalmente, se probaron tres
inhibidores de la DAAO: acido kojico, acido benzoico y MCP, todos a una
concentracién de 1 mM, para determinar si la produccion de KYNA estaba mediada

por esta enzima. Finalmente, se realizaron tratamientos en presencia de ONOO™ 25



MM, con la inhibiciéon simultanea de las KAT’s o de la DAAO. Para todos los casos el
volumen final fue de 200 ul y la incubacion fue a 37°C durante 2h. La reaccién se
detuvo con 1ml HCI 0.1 N. Una vez detenida la reaccion, se centrifugd a 6, 000 g
durante 10 min a 4°C. Posteriormente se recupera el sobrenadante y se descarta el
pellet, y del primero se cuantificd fluorométricamente la cantidad de KYNA producido
mediante HPLC a una A de excitaciéon: 344 nm; emision: 398 nm. Las muestras se

conservan en frio en un REVCO a -70°C.

7.5 Cuantificacion de KYNA por HPLC

7.5.1 Muestras de microdialisis
Las muestras se procesaron, inmediatamente después de su recoleccion o

almacenadas en un REVCO a -20 °C para ser leidas en el HPLC el dia siguiente. Se
inyectaron 20 yl de muestra en el cromatégrafo de liquidos de alta afinidad acoplado a
un detector de fluorescencia (S-200, Perking Elmer) para la cuantificacion de KYNA.
Usando una fase movil constituida de la siguiente manera: 250 mM Acetato de Zinc,
50 mM Acetato de Sodio y 3% de acetonitrilo (pH 6.2) a una velocidad de flujo de 1
mil/min. KYNA fue detectada fluorométricamente (excitacion: 344 nm; emision: 398
nm). El tiempo de retencién de KYNA es de aproximadamente 7 min. De acuerdo con
el método de deteccidn transcurridos los 12 min, se obtuvo el area y la altura del pico
de KYNA para cada caso. En cada corrida se colocod una curva de KYNA que iba a
partir de los 200 fmoles hasta los 10 fmoles, para asegurarnos de la selectividad de
nuestro compuesto y asi mismo estandarizar las concentraciones obtenidas.

7.5.2 Muestras de homogenados

Las muestras se centrifugaron durante 10 min y 6, 000 g en una microcentrifuga, se
descarto el pellet y se tomaron 100 pl del sobrenadante al que se le agregaban 100 pl
adicionales de agua grado HPLC. Sdlo 20 ul fueron tomados por el autoinyector del
HPLC en donde fueron cuantificados los niveles de KYNA gracias al detector de

fluorescencia. En cada corrida se coloc6 una curva de KYNA (200, 100, 50, 20 y 10



fmoles), para asegurarnos de la selectividad de nuestro compuesto y asi mismo

calcular las concentraciones obtenidas.

8.0 RESULTADOS
8.1 Experimentos in vivo

8.1.1 Nivles extracelulares de KYNA a partir de la infusion de D-KYN 6 L-KYN
por microdidlisis en el cerebelo de ratas Wistar.

Mediante microdialisis reversa se determind que los niveles extracelulares de KYNA
en cerebelo incrementaban tras la infusién de sus precursores y que ademas, ésta
podia generarse de manera eficiente con ambas formas enantiémericas, D-KYN 6 L-
KYN (100 pM). En la figura 13.0, podemos apreciar graficamente el incremento en los
niveles de KYNA extracelular a través del tiempo, en las primeras 2h sélo se infundio
solucion fisioldgica Ringer para el establecimiento de la linea base, la cual nos sirve de
referencia para registrar la concentracion enddgena original en la corteza cerebelar de
cada animal y considerarla como el 100% del cual partimos para comparaciones
posteriores. En las siguientes 2h, el precursor fue administrado a una concentraciéon
de 100 uM obteniendo un pico maximo al tiempo 4h (2h a partir de la infusion de los
precursores), los niveles regresan paulatinamente a los valores basales durante las 4h
posteriores en el proceso de microdidlisis al realizar el cambio nuevamente a la
solucion Ringer. Los resultados obtenidos reflejan que tras la administracion de L-
KYN, los niveles de KYNA extracelular incrementan 1712 + 213.2% (Tabla 1.0), es
decir, son aproximadamente 1612 veces mayores a los niveles basales. Para el caso
de D-KYN, el incremento de KYNA extracelular es aproximadamente 894 veces mayor
a los niveles enddgenos basales, correspondiente a un incremento del 994.7 +
91.25% (Tabla 1.0). En ambos casos, el aumento en los niveles de KYNA extracelular
producido durante la administracion del precursor, en cualquiera de sus formas,

resultd significativamente mayor al compararlo con los niveles. La produccién de



KYNA a partir de D-KYN y LKYN es diferencial, al comparar los valores obtenidos para
cada precursor se obtuvo que la produccidn de KYNA a partir de L-KYN es

significativamente mayor que la originada por D-KYN en cerebelo p< 0.05.
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Fig. 13.0. Niveles extracelulares de KYNA a partir de los precursores D-KYN 6 L-KYN en cerebelo.
Utilizando microdialisis reversa D- y L-KYN fueron infundidos (tiempo administracion indicado por la barra)
en el cerebelo de ratas Wistar macho de manera independiente durante 2h posteriores al establecimiento
de la linea base, ambos a una concentraciéon de 100 uM. Los niveles de KYNA fueron medidos a partir de
los dializados recolectados cada 30 min. durante 8h. Los datos obtenidos se representan como las
medias * el error estandar en porcentaje respecto a los valores basales (D-KYN, n=11; L-KYN, n=13). El
porcentaje de aumento en la produccidon de KYNA tras la infusion de D-KYN 6 L-KYN resulté significativo
al ser comparado vs cada uno de los valores de la linea base, mediante pruebas Wilcoxon para muestras

pareadas p< 0.05.

8.1.2 Efecto del AOAA en los niveles extracelulares de KYNA in vivo a partir de

L- y D-KYN en cerebelo.
Para comprobar si el aumento en los niveles extracelulares de KYNA en cerebelo era

dependiente directamente de la actividad enzimatica de las KAT, se realiz6 un
tratamiento en el cual se infundid AOAA (1mM), un inhibidor no especifico de las KAT,
30 min antes de la administracién de los precursores D-KYN 6 L-KYN (100 pyM). Los
resultados obtenidos nos muestran un efecto diferencial entre el efecto ejercido por el
AOAA dependiendo de la forma enantiomérica utilizada. La produccion de KYNA a
partir de L-KYN en presencia de AOAA es visiblemente disminuida (Fig. 14.0 b), si
comparamos que el aumento en los niveles de KYNA a partir de L-KYN es de 1712 +

213.2% (Tabla 1.0) y que, al infundir el inhibidor AOAA es de solo 573.3 + 223.7%, el



efecto de inhibicion que resulta es del 66.5 %, es decir, mas de la mitad de la
produccién de KYNA en cerebelo a partir de L-KYN esta ligada directamente a la
accion enzimatica de las KAT. Por otro lado, es interesante resaltar que esto no
sucede cuando es administrado el precursor en su forma D-KYN (Fig. 14.0 a) , ya que
el porcentaje de aumento de KYNA obtenido es de 994.7 + 91.25% (Tabla 1.0) y el
correspondiente al tratamiento con AOAA es de 860.6 + 170.5 (Tabla 1.0), es decir, el
porcentaje de inhibicién del AOAA al infundir la forma D-KYN es de sdlo el 11.4%. Lo
cual refleja que mas del 80% de la produccion de KYNA en cerebelo a partir de la

forma D-KYN no esta siendo llevada a cabo por las KAT.
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Fig. 14.0. Niveles extracelulares de KYNA a partir de los precursores D-KYN 6 L-KYN (100 pM): efecto
del AOAA. Utilizando microdialisis reversa D- 6 L-KYN fueron infundidos (tiempo administracion indicado
por la barra) en el cerebelo de ratas Wistar macho de manera independiente 6 con la adicion del inhibidor
AOAA (1mM; )(tiempo indicado por la flecha) infundido 30 min antes de la administracion de cualquiera de
los precursores, y posterior, al establecimiento de la linea base. KYNA fue medido en los dializados
recolectados cada 30 min en ausencia o presencia del inhibidor durante 8 h. Los datos obtenidos se
representan como las medias % el error estdndar en porcentaje respecto a los valores basales (D-KYN,
n=11; L-KYN, n=13; D-KYN+AOAA n=5, L-KYN+AOAA n=4). Se determin6 el efecto en los niveles
extracelulares de KYNA por el AOAA en aquellas ratas que en distintos dias recibieron ambos
tratamientos: D-KYN y D-KYN+AOAA 6 L-KYN y L-KYN+AOAA, siendo cada una su propio control. Los
resultados fueron comparados de manera pareada por pruebas Wilcoxon primero de manera individual a
través del tiempo respecto a los valores basales para cada tratamiento (°) y después, entre tratamientos

con una prueba Mann Whitney para muestras no pareadas (b) p< 0.05.



8.1.3 Efecto del ONOO' en los niveles extracelulares de KYNA a partir de L- y D-
KYN en cerebelo.

De los experimentos anteriores resalta la produccién diferencial por ambos
enantiomeros. Ademas se evidenci® que el mayor incremento en los niveles
extracelulares KYNA en cerebelo a partir de D-KYN no fue significativamente
disminuido tras la inhibicion de las KAT. Por lo que, en este experimento in vivo se
probd si la produccion de KYNA es estimulada por la presencia del anion ONOO'.
Para estos tratamientos, se infundi6 el pro-oxidante ONOO™ (50 uM) 30 min antes de la
administracion de D-KYN 6 L-KYN (100 pM). Los resultados arrojan que existe un
aumento en los niveles extracelulares de KYNA en presencia de ONOO™ al administrar
ambos precursores. El aumento para el caso de la forma L-KYN es de 4890£1603 % lo
que representa un aumento aproximado del 185.6% con respecto al 1712 + 213.2% de
los niveles extracelulares de KYNA a partir de L-KYN en ausencia del anion ONOO tal
como se muestra en la figura 15.0. Mientras que, lo obtenido para la forma D-KYN es
un aumento del 1514+352.6 en presencia del anion ONOO™ en comparacién al 994.7 +
91.25%, es decir, en presencia del ONOO" los niveles extracelulares de KYNA
incrementa un 52.2%. Para corroborar si las diferencias entre los tratamientos en
ausencia o presencia del anion ONOO" eran significativas, se compararon los valores
respecto a los niveles basales tomando en cuenta el tiempo y el tratamiento en el
lapso de tiempo 2-4h durante el cual fueron administrados los precursores obteniendo
en ambos casos diferencias significativas p< 0.05. Por lo que, la presencia del anion
ONOO™ aumenta los niveles extracelulares de KYNA en cerebelo.
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Fig.15.0. Efecto del pro-oxidante ONOO™ en los niveles extracelulares in vivo de KYNA a partir de la
infusion de los precursores D-KYN 6 L-KYN (100 pM). Utilizando microdialisis reversa D- 6 L-KYN fueron

infundidos (tiempo administracién indicado por la barra) en el cerebelo de ratas Wistar macho de manera



independiente 6 con la adicién del pro-oxidante ONOO™ (50 uM; tiempo indicado por la flecha) infundido
30 min antes de la administracion de cualquiera de los precursores, y posterior, al establecimiento de la
linea base. KYNA fue medido en los dializados recolectados cada 30 min en ausencia o presencia del
pro-oxidante durante 8 h. Los datos obtenidos se representan como las medias * el error estandar en
porcentaje respecto a los valores basales (D-KYN, n=11; L-KYN, n=13; D-KYN+ ONOO™ n=7, L-KYN+
ONOO™ n=6). Se determinaron los niveles extracelulares de KYNA por el ONOO™ en aquellas ratas que en
distintos dias recibieron ambos tratamientos: D-KYN y D-KYN+ONOO™ 6 L-KYN y L-KYN+ONOO', siendo
cada una su propio control. Los resultados fueron comparados por pruebas Wilcoxon para muestras
pareadas primero de manera individual a través del tiempo respecto a los valores basales para cada

tratamiento (%) y después, entre tratamientos (b) p< 0.05.

Tabla 1.0 Niveles extracelulares de KYNA en cerebelo de rata mediante microdialisis reversa de D- y L-
KYN (100 pM) : efecto de AOAA y ONOO'. Los datos se presentan como porcentajes respecto a los
valores basales * error estandar. D-KYN (n= 11), D-KYN+AOAA (n=5), D-KYN+ONOO" (n=7), L-KYN
(n=13), L-KYN+AOAA (n=4), L-KYN+ONOO'(n=6).

%KYNA LKYN DKYN LKYN+ DKYN+ LKYN+ D-KYN+
Vs AOAA AOAA ONOO® ONOO’
basales

Cerebelo 1712+213.2 994.7£91.25 573.3£223.7  860.6x170.5 4890+1603 1514+352.6

8.2  Experimentos in vitro

Las preparaciones bioldgicas de tejido en homogenados representan un buen modelo
de experimentacion in vitro dada la conservacién de los componentes celulares y
enzimaticos propios del tejido.

8.2.1 Efecto de inhibidores de la DAAO y el inhibidor AOAA no especifico de las
KAT en la produccion de KYNA a partir de L-KYN en homogenados de cerebelo.

En la tabla 2.0 se muestra que la produccion de KYNA extracelular en homogenados
de cerebelo de rata aumenta en un 1811 + 289.0% en presencia del precursor L-KYN
(100 uM) . Para comprobar si ésta produccion era resultado de la accion directa de las
aminotransferasas (KAT) o de la D-aminooxidasa (DAAQO), incubamos a los
homogenados de cerebelo en buffer Krebs fisiologico pH 7.2 a 37°C durante 2h en

presencia de inhibidores de la DAAO todos a una concentracion de 1mM 6 en



presencia de AOAA. Los resultados obtenidos arrojan una notable disminuciéon en la
produccién de KYNA a partir de L-KYN en homogenados de cerebelo cuando es
adicionado el AOAA, obteniendo un aumento de sdlo el 269.5+£31.57% vs un 1811 +
289.0% en ausencia del inhibidor, lo que establece que existe una inhibicién del
85.12% de la producciéon de KYNA. Por otro lado, aunque la inhibiciéon provocada por
los inhibidores de la DAAO (acido benzoico, acido kojico y 3,5 MCP) en la produccién
de KYNA por L-KYN no resulta significativamente disminuida (Fig. 16.0.). Los
resultados obtenidos para acido benzoico, acido kéjico y 3,5 MCP (1052 + 231.9%,
1274 + 291.6%, 1229 + 276.0%, respectivamente; Tabla 2.0) reflejan una tendencia de
inhibicion de aproximadamente 30% si consideramos que el aumento de KYNA a partir

de L-KYN en su ausencia es de 1811 + 289.0%.
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Fig. 16.0. Se muestra el efecto comparativo en la produccion de KYNA a partir de L-KYN en presencia de
inhibidores para la DAAO y AOAA para las KAT. Produccion de KYNA a partir de L-KYN expresada como
porcentaje respecto al control + el error estandar, en presencia de los distintos inhibidores: AOAA, acido
kdjico, acido benzoico, 3,5 MCP. Se indican las diferencias significativas con respecto al control 2 y con
respecto a L-KYN ® de acuerdo con una prueba de ANOVA de una via seguida por una prueba Bonferroni
p< 0.05.



Tabla 2.0. Efecto de la inhibicién enzimatica de las KAT o la DAAO en la produccién de KYNA en
homogenados de rata de cerebelo a partir de L-KYN. Los datos son representados como las medias en
porcentaje respecto al control * el error estandar de cada tratamiento: L-KYN (n=29), L-
KYN+AOAA(n=17), L-KYN+BENZOICO(n=8), L-KYN+KOJICO(n=8) y L-KYN+3,5 MCP(n=8).

%KYNA LKYN LKYN+ LKYN+ LKYN+ LKYN+
vs AOAA BENZOICO KOJICO 3,5 MCP
control
Cerebelo 1811+£289.0 269.5+31.57 1052+231.9 1274+291.6 1229+276.0

8.2.2 Efecto del ONOO en la produccion de KYNA a partir de L-KYN en
presencia de inhibidores de la DAAO vy el inhibidor AOAA no especifico de las
KAT en homogenados de cerebelo.

Para comprobar si el aumento en los niveles de KYNA extracelular producidos a partir
de L-KYN es estimulado en presencia del anion ONOO" y descartar que se deba
solamente a la accion enzimatica ya sea de la DAAO ¢ de las KAT, se realizaron
experimentos en los cuales se incubd por 2h a condiciones fisioldgicas y en buffer
Krebs, homogenados de cerebelo con inhibidores para ambas enzimas, en presencia
del ONOO'". La tabla 3.0 resume los resultados obtenidos en estos experimentos, en
ella se registra que la presencia de anion ONOO™ y el precursor L-KYN estimula
186.14 veces mas la produccion de KYNA con respecto a aquellos tratamientos en
donde solo se incubd con L-KYN. Al probar los distintos inhibidores enzimaticos, se
obtuvo que tanto el AOAA como el acido kéjico son capaces de disminuir
significativamente el aumento estimulado por la presencia de anion ONOO™ , es
importante resaltar que para el caso del AOAA la produccion de KYNA no sufre la
misma inhibicién (85.12%) presentada en ausencia del anion ONOO", sino que, los
valores de produccidon de KYNA so6lo son llevados hasta aquellos obtenidos en

presencia soélo de L-KYN. Por el contrario, la presencia del inhibidor 3,5 MCP no afecta



de manera significativa a la produccién de KYNA estimulada por el ONOO".
Finalmente, en el caso del acido benzoico la disminucion resulta graficamente

evidente (Fig. 17.0) pero solo parcialmente significativa.
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Fig. 17.0. Se muestra el efecto comparativo en la produccion de KYNA a partir de L-KYN en presencia de
inhibidores para la DAAO y AOAA para las KAT, en ausencia o presencia del anién ONOOQO". Produccién
de KYNA en porcentaje respecto al control + el error estandar, en presencia del anion ONOQO™ en ausencia
o presencia de los distintos inhibidores enzimaticos: A=AOAA, K=acido kéjico, B=acido benzoico, 3,5
MCP. Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba Bonferroni, obteniendo valores

significativos respecto a L-KYN 2y a L-KYN+ONOO b p< 0.05.



Tabla 3.0. Efecto del pro-oxidante ONOO™ en la produccion de KYNA en homogenados de rata de
cerebelo a partir de L-KYN con la inhibicién simultanea de las KAT 6 la DAAO. Los datos son
representados como la medias en porcentaje respecto al control + el error estandar de cada tratamiento:
L-KYN (n=29), L-KYN+ONOO'(n=29), L-KYN+ONOO+AOOA(10), L-KYN+ONOO+BENZOICO(n=8), L-
KYN+ONOO+KOJICO(n=10) y L-KYN+ONOO+3,5 MCP(n=14).

%KYNA LKYN LKYN+ LKYN+ LKYN+ LKYN+ LKYN+
Vs ONOO- ONOO'+ ONOO'+ ONOO'+ ONOO'+
control +AOAA KOJICO BENZOICO 3,5 MCP

Cerebelo 1811+289.0 5182+561.6 2276+ 369.2 2184+225.6 2843x135.3 4019+340.3

8.2.3 Efecto de inhibidores de la DAAO y el inhibidor AOAA no especifico de las
KAT en la produccion de KYNA a partir de D-KYN en homogenados de
cerebelo.

En los experimentos in vivo, se observa que existe una produccion diferencial de
KYNA dependiendo del enantiomero utilizado como precursor. Se evalué a capacidad
de inhibicién del acido kdjico, acido benzoico, 3,5 MCP y AOAA (1mM) con respecto a
la disminucidn en la produccidén de KYNA en presencia de D-KYN. Después de incubar
los homogenados de cerebelo durante 2h a 37°C en buffer Krebs con D-KYN la
produccion de KYNA aument6 988 + 65.4% con respecto al control (Fig. 18.0). Este
aumento resulta severamente disminuido cuando a los tratamientos con D-KYN se les
afadieron los inhibidores de la DAAO, obteniendo una disminucion de =65% (337.3
67.77%, acido kojico; 347.3 + 65.82% acido benzoico y 311.5 £+ 52.18% 3,5 MCP;
Tabla 4.0) vs. el aumento de KYNA sélo por D-KYN: 988 + 65.4%. Esta disminucion
resulté significativa de acuerdo a lo arrojado por los datos estadisticos. Por otro lado,
el AOAA aunque en menor medida también tuvo un efecto significativo en la
produccion de KYNA a partir de D-KYN, al inhibir cerca del 27% de la produccion

original solo con D-KYN. Finalmente, es importante subrayar que la produccion de



KYNA a partir de D-KYN aun en presencia de los inhibidores sigue siendo

significativamente mayor al control para todos los casos.
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Fig. 18.0. Se muestra el efecto comparativo en la produccién de KYNA a partir de D-KYN (DKYN) en
presencia de inhibidores para la DAAO y AOAA para las KAT. a) Produccion de KYNA a partir de D-KYN
expresada como porcentaje respecto al control + el error estandar, en presencia de los distintos
inhibidores: AOAA: acido aminooxiacético, AK: acido kéjico, AB: acido benzoico, 3,5 MCP. Se indican las
diferencias significativas con respecto al control 2 y con respecto a D-KYN ® de acuerdo con una prueba

de ANOVA de una via seguida por una prueba Bonferroni p< 0.05.

Tabla 4.0. Efecto en la produccion de KYNA en homogenados de rata de cerebelo a partir de D-KYN en
presencia de inhibidores enzimaticos de las KAT y de la DAAO. Los datos son representados como la
medias en porcentaje respecto al control + el error estandar de cada tratamiento: D-KYN (n=25), D-
KYN+AOOA(17), D-KYN+BENZOICO(n=8), D-KYN+ KOJICO(n=8) y D-KYN+3,5 MCP(n=8).

%KYNA DKYN DKYN+ DKYN+ DKYN+ DKYN+
Vs AOAA KOJICO BENZOICO 3,5 MCP
control

Cerebelo 988+65.4 720.9+44.8 337.3+£67.77 347.3+£65.82 311.5+£52.18




8.2.4 Efecto del ONOO en la produccion de KYNA a partir de D-KYN en
presencia de inhibidores de la DAAO y del AOAA en homogenados de cerebelo.

En los experimentos previos, tanto in vitro como in vivo, se comprobd que los niveles
de KYNA son incrementados en presencia de cualquiera de las formas
enantioméricas L-KYN 6 D-KYN. En estos experimentos se comprobd que el ONOO"
es capaz de estimular la produccién de KYNA a partir de D-KYN tal como sucede con
la forma L-. Los resultados graficados en la Fig. 18.0 asi como los valores obtenidos
de produccion de KYNA arrojan un porcentaje de inhibicion mayor al 50% para el caso
de los inhibidores de la D-AAO. Aqui comprobamos qué tanto influye la presencia de
estos inhibidores cuando a los tratamientos se les incuba por 2h a 37°C en buffer
Krebs con el anion ONOO". Como se muestra de manera resumida en la Tabla 5.0 y
en la Fig. 19.0), que la produccion estimulada por la presencia del anion ONOO’, se ve
mermada cuando afadimos inhibidores de la DAAO, disminuyendo de manera
significativa. Los porcentajes de produccion de KYNA, para el caso del acido kéjico y
del &cido benzoico disminuyen con respecto a D-KYN+ONOQO™ mas del 70%: 86.1 y
75.6% respectivamente; el 3,56 MCP también disminuye de manera significativa esta
produccion en un 66.1%, mientras que el AOAA sdlo lo hace en un 24.9% de manera
no significativa. El acido kdéjico, provoca una disminucion en los niveles de KYNA

significativamente menores que el tratamiento de D-KYN sin el ONOO'.
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Fig. 19.0. Se muestra el efecto comparativo en la produccion de KYNA a partir de D-KYN (barra negra) en
presencia de inhibidores para la DAAO y AOAA para las KAT, en ausencia o presencia del anion ONOO"
(barra roja). Produccion de KYNA en porcentaje respecto al control + el error estandar, en presencia del
anion ONOO™ en ausencia o presencia de los distintos inhibidores enzimaticos: AOAA: acido
aminooxiacético, AK:acido kojico, AB:acido benzoico, 3,5 MCP. Se realiz6 un ANOVA de una via seguido
de una prueba Bonferroni, obteniendo valores significativos respecto a D-KYN 2 y a D-KYN+ONOO b p<

0.05.

Tabla 5.0. Efecto del ONOO' en la produccién de KYNA en homogenados de rata de cerebelo a partir de
D-KYN inhibiendo de forma simultanea a las KAT o a la DAAO. Los datos son representados como la
medias en porcentaje respecto al control + el error estandar de cada tratamiento: D-KYN (n=25), D-
KYN+ONOO+AOOA(14), D-KYN+ONOO+BENZOICO(n=8), D-KYN+ONOO+KOJICO(n=14) y D-
KYN+ONOO™+3,5 MCP(n=7).

%KYNA DKYN DKYN+ DKYN+ DKYN+ DKYN+ DKYN+
vs ONOO’ ONOO+ ONOO'+ ONOO'+ ONOO'+
control +AOAA KOJICO BENZOICO 3,5 MCP

Cerebelo  988.4+65.4 2790+328.3 2094+222.8 386.5+£56.8 680.4£76.7  946.3+260.6




9.0 DISCUSION:

Las fluctuaciones en los niveles enddgenos de KYNA en el SNC han recibido en
recientes afios especial atencion dada su incidencia en la transmision glutamatérgica,
dopaminérgica y colinérgica, al mismo tiempo han sido sefialadas como caracteristica
comun de enfermedades neurodegenerativas con un perfil oxidativo. Los experimentos
realizados en este trabajo, se encuentran orientados a contribuir al esclarecimiento de
las rutas no candnicas de formacion de KYNA, especificamente en cerebelo. Los
resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro confirman por un lado, lo reportado por
Ogaya et al (2010) y Pérez de la Cruz et al (2012): la formacién de KYNA a partir de
D-KYN es posible y se lleva a cabo eficientemente en cerebelo. A partir de los
experimentos in vivo de microdialisis reversa se observd un incremento de = 900
veces respecto a los valores basales de KYNA durante la infusion directa de D-KYN
en la corteza cerebelar de ratas Wistar. Del mismo modo, en los experimentos in vitro
llevados a cabo en amortiguador fisiolégico la incubacion de D-KYN dio lugar a un
incremento en un 988% en la produccion de KYNA en homogenados de cerebelo.
Ambos valores resultaron significativamente menores a los obtenidos a partir de L-
KYN tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, el efecto observado en la produccion de
KYNA en presencia de distintos inhibidores enzimaticos fue distinto para cada forma
enantiomérica. Mientras que la administracién de AOAA inhibi6 en un = 70% la
produccién de KYNA a partir de L-KYN en cerebelo, la obtenida a partir de D-KYN sélo
se vio disminuida en un = 11%, es decir, este resultado refleja que la actividad de las
KAT contribuye solo ligeramente a la produccion de KYNA cuando ésta es a partir de
la forma D-KYN. Estudios realizados por Fukushima et al., (2009) e Ishii et al., (2010),
proporcionaron evidencia de la conversion de D-KYN a KYNA por la DAAO, una
enzima que cataliza la deaminacién oxidativa de los D-aminoacidos. Por lo que,

basados en estas aseveraciones probamos la contribucion de la accién enzimatica de



la DAAO en la produccion de KYNA a parir de D-KYN. Los resultados in vitro
demuestran que la produccion se KYNA a partir de ambos precursores se ve mermada
por la presencia de los inhibidores de la DAAO, sin embargo, la inhibicién es mas
remarcada en el caso de la isomero D-KYN. Es importante resaltar que contrario a lo
esperado, la disminucion en la produccion de KYNA a partir de L-KYN en presencia de
los inhibidores de la DAAO resulta significativa para el caso del acido kéjico y el acido
benzoico, no asi para el caso del 3,5 MCP donde la disminucién que no es
significativa. Ademas de que la produccion de KYNA a partir de D-KYN en presencia
de estos inhibidores no es totalmente abatida y al mismo tiempo, sigue siendo
significativamente mayor a los controles. Entonces, si la formacion de KYNA para
ambas formas enantioméricas no es abatida totalmente al inhibir los mecanismos
enzimaticos involucrados y mas aun, si el incremento remanente posterior al
tratamiento con los inhibidores sigue siendo significativo con respecto a los niveles
endbégenos, deben existir otros mecanismos involucrados que contribuyen al
incremento en los niveles de KYNA. Por lo que, basados en el hecho de que las
enfermedades neurodegenerativas en especial EA, EH y EP, poseen un perfil
oxidativo y un aumento reportado en la cantidad de ERO/ERNRNS como causa y
consecuencia de su condicién, ademas del incremento antes mencionado en los
niveles de KYNA, no es descabellado pensar que ambos fenémenos tengan relacion.
En los experimentos realizados aqui, exploramos esta hipétesis al determinar el efecto
que ejerce la presencia de ONOO™ (considerada una ERO y ERN), bajo las mismas
condiciones en las que realizamos los demas experimentos, en la produccion de
KYNA a partir de ambas formas enantioméricas. Los resultados obtenidos arrojan que
la presencia de ONOO estimula significativamente la produccion de KYNA, tanto in
vivo como in vitro. El comportamiento grafico del incremento en los niveles de KYNA
en los experimentos in vivo, refleja que la interaccion entre los precursores y el ONOO®
ocurre de manera inmediata, ya que el pico maximo de produccién de KYNA se

recorre practicamente a la primera media hora de infusion tanto de D-KYN como de L-



KYN, disminuyendo a través del tiempo, ésto debido probablemente a la corta vida
media del ONOO". El incremento en la produccién de KYNA observado en estos
experimentos resultd significativamente mayor en presencia de ONOO". Este mismo
incremento, pero de una manera mucho mas significativa se observa en los
experimentos in vitro, en donde se obtuvo un aumento aproximado de 5182% respecto
al control a partir de L-KYN en presencia de ONOO" y de 2790% en el caso de D-KYN.
En los experimentos subsecuentes, realizados bajo las mismas condiciones pero
ahora en presencia de inhibidores enzimaticos se reprodujo la respuesta diferencial
anteriormente observada entre ambos enantidmeros. Mientras que el AOAA,
disminuye el incremento de KYNA obtenido en presencia de ONOO™ a partir de L-KYN
a practicamente la mitad (= 44%) s6lo lo hace en un = 25% para el caso de D-KYN, lo
que una vez mas refleja que la produccion de KYNA a partir de la forma D-KYN
depende en menor medida de las KAT. Por otro lado, la presencia de inhibidores de la
DAAO reducen la produccién de KYNA en presencia de ONOO™ en mas del 65%,
siendo los efectos del acido kojico y los del acido benzoico los mas acentuados. Cabe
mencionar que esta reduccidén acentuada en presencia del acido kéjico y del benzoico
también ocurre cuando la produccion es a partir de la forma L-KYN. Entonces, la
produccion de KYNA se ve estimulada en presencia de ONOQO™ a partir de cualquiera
de las formas enantioméricas, aunque el porcentaje de aumento sigue siendo mayor a
partir de L-KYN, el AOAA tiene efecto diferencial entre ambas isoformas ejerciendo
s6lo un ligero efecto cuando de trata de la forma D-KYN, lo mismo sucede para el
caso del 3,5 MCP para el caso de la producciéon de KYNA a partir de L-KYN. Sin
embargo, tanto el acido kojico como el acido benzoico logran disminuir de manera
significativa el porcentaje de aumento de KYNA a partir de ambas isoformas, esto més
alla de hablarnos de una falta de especificidad al inhibir la DAAO, nos remite a la
caracteristica comun que guardan estos compuestos: poseen estructuras en anillo con
grupos hidroxilo disponibles para poder ejercer un actividad antioxidante atrapando

tanto ROS como RNS, que para el caso del acido benzoico y el acido kdjico ha sido



previamente reportada. De esta manera, el acentuado efecto de los inhibidores en la
produccién de KYNA especialmente a partir de D-KYN estaria siendo enmascarado
por su capacidad antioxidante, por lo que, no queda claro a qué caracteristica atribuirle
la disminucion en los niveles de produccion de KYNA si a la capacidad de estos
compuestos por combatir con la DAAO por los D-aminoacidos, o a su capacidad como
antioxidante, atrapando al anion ONOO". Estructuras en anillo con grupos OH como
sustituyentes es una caracteristica también de los derivados del Trp, reportados como
atrapadores de OHe y ROOe-. Por otro lado, el incremento de ROS y RNS ampliamente
reportado en condiciones patolégicas y enfermedades neurodegenerativas es un
escenario propicio para la interaccién de estas especies reactivas con los derivados
del Trp y otras moléculas antioxidantes. Por ejemplo, en condiciones patologicas se ha
reportado que la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa esta incrementada en
diversos tipos celulares amplificando la velocidad de sintesis de 6xido nitrico, que a su
vez, reacciona con el anion superoxido aumentando directamente los niveles de
ONOO’ (Beckman et al., 1994) esto aunado a la inusual estabilidad del ONOO™ que le
permite difundirse lejos de su sitio de formacion e incluso traspasar membranas
celulares, dicho sea de paso es factor clave en su toxicidad. Para el caso de las
enfermedades neurodegenerativas, en especifico en la EA una elevada nitracion

proteica (marcador de oxidacion de proteinas), de las proteinas t es una

caracteristica relacionada con la severidad y el avance del padecimiento. En este
punto, es importante mencionar que la cuantificacion de la 3-N-tirosina es uno de los
marcadores de nitracién de moléculas en nuestro organismo. Resultados reportados
por Suzuki et al, (2004); Peyrot et al, (2003) y Yamakura et al, (2006) confirman que a
pH fisiolégicos y una baja concentracion de CO,, el ONOO™ reacciona con el N-acetil-
Trp, produciendo principalmente kinureninas y derivados 1-nitrosos. Por otro lado, no
es la primera vez que se reporta que la produccién de KYNA a partir de L-KYN es
estimulada en presencia de sustancias generadoras de ROS (H,O, y O,7) y a su vez,

disminuida por sustancias que disminuyen la cantidad de ROS (Hardeland, 2001). En



este caso, se usa especificamente ONOO” de manera directa en condiciones in vitro 'y
por primera vez, in vivo como un agente pro-oxidante capaz de estimular la produccion
de KYNA en presencia de sus precursores, en ambas formas enantioméricas.
Entonces, basados en el hecho de que el ONOO™ es un agente nitrosativo capaz de
interaccionar directamente con un amplio espectro de moléculas organicas dentro de
nuestro organismo, que ademas sus niveles pueden estar incrementados en
condiciones patolégicas y de neurodegeneracion, y que tanto D- como L-KYN son
capaces de atrapar aniones ONOO’, esto por un lado podria estar favoreciendo la
propia oxidacién de los precursores favoreciendo su interaccion con otras ERO/ERN o
por otro lado, a la interaccion directa con los grupos funcionales expuestos en el
segundo anillo abierto, el ONOO" intercambiando electrones con el grupo amino del
precursor dando lugar a la ciclizacion espontanea del anillo en el cual se mantendran
en resonancia los electrones hasta formar la estructura estable del acido kinurénico
con un grupo hidroxilo en la posicion para y un carboxilo en la meta tras la liberacién
de una molécula de agua, este mecanismo es representado en la Fig. 14.0 y es

propuesto por nuestro equipo de trabajo.
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Fig.14.0 Reaccién quimica propuesta de la interaccion quimica entre ONOO™ y L-KYN

para formar acido kinurénico.

10.0 CONCLUSIONES

* Los niveles de KYNA en cerebelo a partir de la infusién de ambos precursores
D-KYN y L-KYN en los experimentos de KYNA es significativa.

* La infusion de AOAA en cerebelo produce un efecto diferencial entre las
distintas formas enantioméricas en los niveles de KYNA, con un efecto mucho
mayor para la forma L-: 66.5% de inhibicién y so6lo 11.4% para el caso de D-
KYN.

e ElI ONOO" es capaz de estimular la produccion de KYNA en mas del 50% a
partir de la produccion obtenida previamente para ambas isoformas, con una

produccion significativamente mayor a partir de L-KYN.



* El pico maximo de produccion de KYNA se recorre hacia la primera media
hora, dada la corta vida media del ONOO'.

* La produccién de KYNA incrementa en los homogenados de cerebelo de rata
al incubarlos con ambos precursores D-KYN y LKYN.

e La inhibicion del AOAA en la produccion de KYNA en homogenados de
cerebelo resulta en 85% a partir de L-KYN y solo de 25% para D-KYN.

* Los inhibidores de la DAAO acido kéjico y acido benzoico disminuyen de
manera significativa los niveles de KYNA producidos a partir de ambas formas
enantioméricas tanto D-KYN como L-KYN. Con un efecto significativamente
menor para el caso de la forma D-KYN.

e La presencia del anién ONOO" estimula la produccion de KYNA en
homogenados de cerebelo a parir de ambas isoformas.

* La produccion estimulada por el anion ONOO" es significativamente atenuada
en presencia de acido kagjico y acido benzoico, ambos previamente reportados

como sustancias antioxidantes.

11.0 PERSPECTIVAS

v' Determinar la repercusion en la sintesis in vivo de KYNA tras la administracion del
precursor en ambas formas enantioméricas utilizando penicilamina, un atrapador
especifico del ONOO".

v Indagar si la inhibicion de la DAAO tras la administracion de acido kéjico abate
significativamente de KYNA aun en presencia del ONOO'".

v' Evaluar la actividad enzimatica de la DAAO en homogenados de cerebelo en

ausencia o presencia de ONOO’, antioxidantes e inhibidores de la enzima.
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