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Resumen

Antecedentes. La 3-hidroxikinurenina (3-HK) es un metabolito de la via de la kinurenina
(VK) y ha sido vinculado con diferentes enfermedades neurodegenerativas, ya que sus niveles
se encuentran alterados comparados con sujetos normales. En diversos estudios se ha
observado un comportamiento dual de esta kinurenina. La 3-HK es capaz de provocar muerte
celular en el sistema nervioso central (SNC) con selectividad de region; en cultivos celulares
induce signos de apoptosis como la condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA
(Okuda, et al.,, 1998), y en lineas celulares produce lisis y muerte de cultivos neuronales
(Eastman y Guilarte, 1989; Okuda, 1996). En experimentos in vivo su administracién en
estriado de ratas provoca dafio tisular alrededor del &rea de inyeccion (Nakagami et al., 1996).
Sin embargo, hay otros informes en donde 3-HK tiene una actividad completamente diferente a
los estudios antes mencionados, ya que en homogenados de corteza cerebral se observa una
disminucion en los parametros de estrés oxidativo, ademas de que es capaz de captar radicales
peroxilo e hidroxilo, lo que se traduce en un comportamiento de antioxidante por parte de 3-HK.
En concordancia con estos hallazgos se ha demostrado su capacidad para atrapar anion
superéxido (O,") principalmente en los tibulos de Malpigio en insectos (Goshima et al., 1986;
Wadano et al.; 1993). Objetivo. Dado el controvertido efecto de 3-HK en diferentes muestras
biolégicas, el objetivo de este trabajo fue caracterizar el efecto de este metabolito per se y bajo
condiciones pro-oxidantes en tejido cerebral de rata tanto in vitro como in vivo.

Metodologia. A través de quimica combinatoria se evalu6 el efecto atrapador de 3-HK
para las especies reactivas del oxigeno (ERO): anion superoxido (O,7), peréxido de hidrégeno
(H20,), peroxinitrito (ONOQ") y radical hidroxilo (*OH). Adicionalmente se evalu6 su capacidad
quelante de Fe? y su efecto sobre la degradacion de DNA y proteina inducida por *OH. En los
ensayos in vitro se evalud el efecto de 3-HK per se asi como en condiciones pro-oxidantes
generadas por sulfato ferroso (FeSO,) y ONOO™ sobre la generacion de ERO, peroxidacién de
lipidos (PL) y funcionalidad celular. En los experimentos in vivo se realizd una inyeccion
intraestriatal de 3-HK (5 nmol, 10 nmol y 50 nmol) y 5 dias post-lesion fue evaluada la conducta
de giro, la generacién de ERO, PL y la funcionalidad y muerte celular. Resultados. Nuestros
resultados indican que la 3-HK es capaz de atrapar ONOO™ y *OH, ademas de ser un quelante
de Fe?. Este efecto correlaciona con la proteccion que 3-HK mostré ante la degradacion del
DNA vy proteina expuestos a un sistema generador de *OH. En los experimentos in vitro se
observé que la 3-HK (50 uM) per se disminuye tanto la generacion de ERO y PL y es capaz de
atenuar el aumento de estos marcadores en los homogenados de rata expuestos a ONOO™ y
FeSO,4. Tanto ONOO™ y FeSO, disminuyeron la funcionalidad celular y la coadministracién con
3-HK fue capaz de prevenir este efecto provocado por las toxinas. 3-HK por si sélo fue capaz
de disminuir ERO y PL por debajo del control. La administracion intraestriatal de 3-HK indujo
conducta de giro pero no de manera concentracion dependiente, lo cual correlacioné con el
porcentaje de células degeneradas. La produccion de ERO y PL (in vivo) disminuyeron
comparadas con el control, sin embargo la funcionalidad celular también se encontraba abatida,
lo que sugeria que los marcadores de dafio oxidativo estaban por debajo del control debido al
porcentaje de muerte celular.

Conclusiones. En conjunto estos resultados sugieren que 3-HK es un buen atrapador
de ERO en condiciones in vitro, sin embargo en condiciones in vivo este metabolito es capaz de
inducir a la muerte ya sea debido a que, al atrapar ERO forme un complejo téxico para la célula
0 bien a que el ambiente al ser diferente promueva su caracter pro-oxidante u otros
mecanismos auln no descritos para esta kinurenina.



Introduccion

Via de las kinureninas

El tripté6fano es un aminoacido esencial e indispensable para la sintesis de proteinas,
serotonina y niacina, se obtiene solamente por medio de la alimentacién y su catabolismo se
distribuye en la formacion de compuestos no aroméaticos del triptéfano, (1-2 % por la via del
glutarato), en la via de la serotonina (1-2 %), en la biosintesis de melaninas, en la formacion de
3-indoxisulfato (3 % por accién de una bacteria intestinal), en la formacién de acido 3-
indoleacético (3-4 %); sin embargo la mayor ruta metébolica a través de la cual se degrada mas
del 90 % del triptéfano es la via de la kinurenina (VK) (Allegri et al., 2003), de hecho, ésta es la
ruta principal de la degradacion de este aminoacido en mamiferos (Figura 1; Pearson y
Reynolds, 1992).

La VK se ha encontrado presente en cerebro e higado en mamiferos como cerdos,
ratas, ratones, conejos y primates (Moroni et al.,, 1984). EIl producto final de la via es la
nicotinamida adenin dinucleétido (NADY), una coenzima involucrada en procesos celulares
basicos, funcionando como un donador y aceptor de electrones; esta via es muy activa, aunque

la actividad de cada una de las enzimas involucradas difiere entre especies.
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Figura 1. Metabolismo del triptéfano: via de la kinurenina (Tomado y modificado de Allegri et al.,
2003).
Catabolismo del triptéfano

El metabolismo del triptéfano se lleva en primera instancia por dos enzimas: triptéfano-
2,3-dioxigenasa (TDO) y la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), ambas rompen el anillo de
triptéfano para transformarlo en N-formil kinurenina. La enzima TDO esta altamente expresada
en el higado y es capaz de metabolizar L- pero no D-triptofano, en cambio IDO es capaz de
metabolizar tanto L- como D-tryptéfano y se encuentra en diversos 6rganos del cuerpo humano
incluyendo el sistema nervioso central (SNC). Esta enzima es dependiente de anién superéxido
e inhibida por 6xido nitrico y superéxido dismutasa (Moroni, 1999; Watanabe et al., 1981). El
siguiente paso de la via est4 a cargo de la kinurenina formidasa, la cual metaboliza a la N-formil
kinurenina en L- kinurenina, ésta Gltima es sustrato de cuatro enzimas que dan paso a la

formacion de tres compuestos diferentes en la via. Las primeras son las dos isoformas de la



kinurenina aminotransfesa (KAT | y KAT Il en humanos), que da paso a la formacion de &acido
kinurénico (KYNA); la segunda es la kinunerinasa que forma &cido antranilico (AA), la tercera y
Ultima es la kinurenina 3-hidroxilasa que forma 3-hidroxikinurenina (3-HK). La kinurenina 3-
hidroxilasa es una enzima que se localiza en la membrana exterior de la mitocondria y se ha
demostrado que tiene una alta afinidad por el sustrato, lo que sugiere que la kinurenina 3-
hidroxilasa metaboliza mas L-kinurenina que las demas enzimas (Moroni, 1999; Okuno et al.,
1991; Pérez-de la Cruz et al., 2008).

Posteriormente se da la formacion de &cido 3-hidroxiantranilico (3-HAA) a partir de 3-HK.
Ademas, 3-HAA también puede ser formado a partir de la hidroxilacion de AA. El 3-HAA es el
sustrato para la 3-hidroxiantranilato-3,4-dioxigenasa, la cual convierte al 3-HAA en un
intermediario muy inestable que sufre ciclizaciébn espontanea y da lugar a acido quinolinico
(QUIN) (Moroni et al., 1999; Okuno et al., 1991; Pérez-de la Cruz et al., 2008). Posteriormente
el QUIN es convertido en NAD" por medio de la enzima &cido quinolinico fosforibosil transferasa
(Stone, 1993).

Metabolitos de la via de la kinurenina

La VK ha sido investigada desde los anos 50’s, en un principio para entender el proceso
por el cual se sintetizaba el NAD", pero con el paso del tiempo se asocié a diversos desérdenes
neurodegenerativos, ya que muchos de sus metabolitos tienen propiedades neuroactivas (Lapin
1980; Stone 1993).

Los metabolitos de la via han tenido mas interés a lo largo del tiempo debido a que los
efectos que causan cuando son administrados en roedores y primates no humanos. Mas
recientemente, se han mostrados alteraciones en los niveles de algunos metabolitos en
enfermedades neurodegenerativas. Uno de los metabolitos de la VK de interés es KYNA, este
compuesto es el Unico antagonista de receptores para NMDA enddgeno conocido hasta el
momento, tiene la capacidad de inhibir a los receptores a7-nicotinicos y ha mostrado ser un
agente anticonvulsivo por estas caracteristicas (Foster et al., 1984). Recientemente se encontrd
gue KYNA es un atrapador de radicales como el anién superéxido (O,7), peroxinitrito (ONOQ?)
y radical hidroxilo (*OH), ademas de que es capaz de reducir el dafio oxidativo provocado por
agentes pro-oxidantes, es por eso que es considerado un antioxidante endégeno (Lugo-Huitrén
et al.,, 2011). Por otra parte el QUIN, es un agonista de receptores NMDA, en modelos
experimentales se ha mostrado que es un agente pro-convulsivo y dentro del patrén de dafio

gue genera se encuentra la disfuncion mitocondrial progresiva, produccion de radicales libres y
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muerte celular (Bordelon et al. 1997; Moroni et al., 1984). Los niveles de QUIN estan elevados
en el liquido cerebroespinal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida y en pacientes con
VIH. El QUIN ha sido un buen modelo para simular los sintomas tempranos de la enfermedad
de Huntington ya que la lesién en estriado con QUIN en monos producen distonia y disquinesia
(Stone, 1993).

Otro de los metabolitos de interés de esta via el acido 3-HAA, éste es uno de los
metabolitos de los que existen estudios ambiguos sobre su comportamiento y accion en
diferentes experimentos, por ejemplo, es causante de toxicidad en cultivos neuronales sin
selectividad de region (Okuda, et al. 1998), es capaz de producir dafio a proteinas por la
aparente interaccion con los metales de éstas, ademas de producir radicales hidroxilo mediante
la reaccién de Fenton, pero a la vez, funciona como un sitio de ataque de los radicales hidroxilo
(Goldstein et al., 2000). Ademas, en diversos estudios se observa que 3-HAA puede tener un
efecto desacoplante de la fosforilacion oxidativa y es capaz de disminuir el consumo de oxigeno
(Quagliarello et al., 1964), sin embargo, a pesar de tantos informes que indican que este
compuesto es un pro-oxidante, Leipnitz (2007) y su grupo demostraron que 3-HAA funciona
como un atrapador de radicales libres y es capaz de disminuir las ERO.

La 3-HK es otra kinurenina que presenta propiedades redox y un comportamiento tanto pro-

oxidante como antioxidante.

3-hidroxikinurenina

La 3-hidroxikinurenina (3-HK) es otro de los metabolitos implicados en la via, es un
compuesto enddégeno que se encuentra en concentraciones nanomolares en condiciones
normales en el SNC, pero que en condiciones patoldgicas como la enfermedad del Huntington,
la enfermedad de Alzheimer, enfermedades donde la funcidbn inmune esta alterada,
encefalopatia hepatica, demencia asociada con VIH y espasmos infantiles, las concentraciones
se ven alteradas; por ejemplo, en la enfermedad de Huntington las concentraciones se ven dos
o0 tres veces por arriba de las concentraciones normales. (Pearson y Reynolds, 1992; Guilarte y
Eastman, 1993; Okuda et al., 1996).

La 3-HK tiene la estructura de aminoacido, tiene un grupo o-aminofenol (grupo hidroxilo
y grupo amino en posicién orto) ademas de un grupo amino, un carboxilo y un grupo carbonilo

y por esta razén puede tener dos formas isoméricas: D- y L-3-hidroxikinurenina (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de 3-hidroxikinurenina

En comparacién con otros metabolitos de la via, se han descrito informes duales con
respecto a 3-HK. Algunos trabajos han demostrado que la 3-HK provoca muerte celular en
diferentes condiciones dependiendo de la region cerebral que se emplee (estriado, corteza
hipocampo o cerebelo), ademas, es capaz de inducir apoptosis la cual es evidenciada por la
condensaciéon de la cromatina y fragmentacion del DNA tanto en cultivos celulares como en
experimentos in vivo (en concentraciones de 10 uM y 50 nmol respectivamente) (Okuda et al.,
1998; Nakagami et al., 1996). Por otra parte, la 3-HK (200 uM) en cultivos de lineas celulares
neuronales provoca lisis y muerte celular (Eastman y Guilarte, 1989; Okuda, 1996). En
experimentos con cristalinos se ha planteado que el mecanismo por el cual se da la toxicidad de
3-HK es por la generacion de ERO principalmente peréxido de hidrégeno (H,O,) y O, a través
de su autoxidacion, llevando asi a formar agregados de proteinas (en ausencia de metales),
ademas de funcionar como factores de dafio en proteinas por la interaccion de 3-HK con los
metales de éstas ultimas (Goldstein et al., 2000). En concordancia, se ha demostrado que las
interacciones que se dan entre los metales y 3-HK (2.2 mM) pueden resultar en la formacién de
cataratas (Vazquez, 2001).

En cambio, hay otros trabajos en donde la 3-HK tiene una actividad completamente
diferente a los estudios antes mencionados, ya que en homogenados de corteza cerebral
expuestos a 3-HK (0-100 uM) se observa una disminucién en los parametros de estrés oxidativo
y en cultivos de glioma con 3-HK (100 uM) la morfologia de las células no se ve alterada.
Adicionalmente, se mostré que la 3-HK es capaz de captar radicales peroxilo e hidroxilo, lo que
se traduce en un comportamiento antioxidante por parte de esta kinurenina. Otro de los
informes que apoyan este comportamiento antioxidante de 3-HK es aquel en donde se
demostr6 en homogenados de diferentes partes del cuerpo de Aldrichina grahami, se
demuestra que 3-HK (0.5-2.0 ug) puede ser atrapador de O, principalmente en los tabulos de
Malpigio. Ademas en insectos voladores, los cuales tienen alta demanda de oxigeno, la 3-HK
(0.06 mM) se comporta como un potente atrapador de radicales libres (Goshima et al., 1986;
Wadano et al., 1993).
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Estrés oxidativo

En un organismo sano existe un balance éxido-reduccién, pero cuando este desbalance
se rompe da paso a el estrés oxidativo que se define, como el desbalance entre la produccion
de especies reactivas y la actividad de los sistemas antioxidantes; este desbalance se puede
deber al exceso de oxidantes en el medio o el mal funcionamiento del sistema antioxidante.
(Shukla et al., 2001)

El balance entre los sistemas antioxidantes y la produccién de oxidantes se lleva a cabo
por la presencia de enzimas, pero cuando este balance es alterado, la célula sufre toxicidad por
especies reactivas de nitrégeno (ERN), especies reactivas del oxigeno (ERO) y radicales libres.

Las ERO son moléculas que pueden interaccionar con componentes celulares y éstas
se dividen en especies radicales y no radicales; las primeras son aquellas que tienen un atomo
desapareado en la Orbita externa y se forman por una ruptura homolitica. Los radicales se
forman a partir del oxigeno molecular, que dependiendo de lo que le ocurra a esos electrones
desapareados dar& paso a otros radicales como el singulete de oxigeno (*O,), O,", H,O, (no
radical) y *OH. Las especies reactivas del nitrdgeno, como el 6xido nitrico pueden reaccionar
con el O, y formar el anibn ONOO™ y este a su vez puede dar lugar al acido peroxinitroso y
*OH (Figura 3. Selva-Rivas et al., 2011).

Las ERO tienen un papel dual en la célula y éste depende del estado redox del
organismo, por una parte las ERO participan en vias de sefializacion ya que median la
transduccién de sefiales gue regula la respuesta al estrés oxidativo y asi son responsables de
la expresion de las enzimas antioxidantes y sistemas de defensa relacionados; también son
moduladores de la respuesta inflamatoria y son responsables de procesos fisiolégicos como la
regulacion de la constriccién vascular y la regulacion de la presion del oxigeno. Por ejemplo, las
ERO son capaces de activar la via de las MAP cinasas que a su vez activan proteinas con
importancia en la modulacién de funciones celulares especificas como expresion de receptores,
sintesis de neurotransmisores, produccién de neuropéptidos, etc. Sin embargo, se sabe que las
ERO tienen efectos nocivos en la célula ya que pueden interactuar con componentes celulares
como proteinas, lipidos y DNA. El efecto de la oxidacién de proteinas se puede dar a nivel de
sitios de unién o la conformacién estructural de las proteinas; la oxidaciéon de DNA puede
provocar mutaciones y tener un efecto directo en la replicacién; la oxidacién de lipidos,
principalmente Acidos grasos insaturados, puede generar peroxidacion de lipidos, los cuales a
su vez pueden oxidar a los lipidos cercanos y finalmente generar una reaccion en cadena, los

productos de esta reaccién son el 4-hidroxinonenal y malonaldehido, los cuales sirven como
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marcadores de esta reacciones (Selva-Rivas et al., 2011, Coyle y Outtfarcken, 1993; Andersen,
2004).

La produccién ERO se da de manera natural dentro de la célula a causa de procesos
metabdlicos como la oxidacion de moléculas pequefias. Las enzimas son una de las principales
fuentes de produccion de ERO ya que generas radicales libres durante su ciclo catalitico
(xantina oxidasa, triptéfano dioxigenasa, etc.). La mitocondria es el organelo que consume mas
del 90 % de oxigeno de la célula y es el mayor productor de radicales debido al metabolismo
del oxigeno que consume. Estructuras celulares como el reticulo endoplasmico y la membrana
nuclear contienen citocromos (P450 y b5) que son capaces de oxidar a &cidos grasos
insaturados. Otra de las fuentes productoras de ERO son los peroxisomas ya que por su alta
concentracion de oxidasas son fuente de produccién de H,O,. Aunado a esto se sabe que
también las ERO pueden ser producidas por agentes externos como son los fuentes
ambientales como el ozono, pesticidas, hiperoxia, el humo de tabaco, solventes, anestésicos,

hidrocarburos aromaticos, etc (Selva-Rivas et al., 2011).

Balance redox Estrés oxidativo

0O,
Metabolismo celular

Ambiente oxidante —— D l

Contaminacion del aire

‘0, + 'NO—>ONOO"

Cu-Zn SOD

Mn SOD 3 \L
Reaccion de Fenton
H,0, > "‘OH
Sistema Glutation
o catalasa 2 \L
Tomado y modificado de
H ZO + 02 Selva-Rivas et al., 2011

Figura 3. Esquema de reacciones oxido-reduccién. Reacciones reductoras en un

balance redox (izg.) y reacciones oxidantes en un estrés oxidativo (der.)

El estrés oxidativo es importante en el desarrollo en las enfermedades degenerativas
como la diabetes o el cancer pero también en desérdenes neurodegenerativos como el
Alzheimer, Parkinson o Huntington, incluso en la vejez, no se tiene claro si es una causa 0 una

consecuencia de cada una de ellas, pero todas ellas tienen en comun factores como: la funcién

14



mitocondrial afectada, dafio oxidativo incrementado, presencia de agregados anormales de
proteinas, desregulacion de la excitotoxicidad y alteracién del metabolismo de fierro (Shukla et
al., 2011).

El sistema nervioso necesita una alta demanda de oxigeno por su alta actividad, de
hecho, el cerebro consume cerca del 20 % del oxigeno consumido por el cuerpo, pero este
porcentaje aumenta cuando el cerebro se encuentra en un estado activo; a su vez el sistema
nervioso estd compuesto de una alta cantidad de lipidos, ademas de que necesita una alta
demanda de oxigeno por su alta actividad, y tiene bajos niveles de enzimas; es por esto que el
SNC es muy vulnerable al estrés oxidativo. Es claro que para el buen funcionamiento del SNC
es necesario que las conexiones entre células neuronales sean correctas; el estrés oxidativo es
capaz de alterar estas conexiones produciendo dafio oxidativo, pérdida de procesos (como la
comunicacion neuronal), la muerte de las sinapsis y la alteracion de formacién de nuevas
células.

Las especies reactivas producen oxidacion de lipidos, proteinas y DNA,
desacoplamiento de proteinas e incluso cambia la membrana celular produciendo un
desbalance neuronal. Smythies (1999) propone que es muy importante un estado redox en la
plasticidad cerebral en el cual un ambiente oxidante provogue un estado de estrés, en donde
las ERO causan la eliminacién de espinas celulares; pero que en un ambiente antioxidante es
posible que las sinapsis se conserven e incluso su numero aumente. De hecho la
neurodegeneracion es la pérdida o dafio por radicales libres a la estructura y funcién de
neuronas. (Shukla, et al. 2011)

Por todo esto es importante remarcar que la vulnerabilidad de las células en
enfermedades neurodegenerativas es alta y es una de las principales causas de la

degeneracién y muerte celular (Selva-Rivas et al., 2011).
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Justificacion

Dado que la VK y sus metabolitos tienen gran importancia en diversas patologias y que
existen muchos estudios de un comportamiento dual de 3-HK en diferentes condiciones, es de
importancia investigar a profundidad las propiedades de este metabolito en condiciones
fisiolégicas y en diferentes sistemas que se asemejen a las condiciones patol6gicas y con esto
poder aclarar la funcién o actividad que tiene este metabolito en cada una de ellas. De tal
manera que se pueda describir un mecanismo de accién preciso para 3-HK que sirva para
explicar o correlacionar su presencia con diferentes marcadores de dafio como el estrés

oxidativo.

Hipotesis

De acuerdo a los grupos funcionales que forman la estructura quimica de la 3-HK, ésta
serd capaz de atrapar ERO y de formar complejos con hierro; entonces tendra un

comportamiento como antioxidante en homogenados de tejidos y experimentos in vivo

Objetivo general

o Caracterizar el efecto de 3-HK per se y en conjugacién con agentes pro-oxidantes como
el ONOO™ y el FeSO, en diferentes condiciones: in vitro, in vivo y en sistemas sintéticos

generadores de ERO.

Objetivos particulares

e Evaluar la capacidad atrapadora de 3-HK sobre cuatro ERO: O,™, H,O,, ONOO™y *OH.
e Evaluar la capacidad quelante de 3-HK en un sistema de Fe?".
o Determinar el efecto que tiene 3-HK (10 uM, 50 uM y 100 uM) sobre la degradacion de

DNA y proteina inducida por «OH.
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e Evaluar el comportamiento de 3-HK en homogenados de cerebro, higado y rifién, de
manera individual y en presencia de dos pro-oxidantes: ONOO™ (25 uM) y FeSO, (5 uM)
a través de la produccién de ERO, peroxidacion de lipidos y funcionalidad celular.

e Determinar el efecto de la inyeccion intraestriatal de 3-HK (5 nmol, 10 nmol y 50 nmol)
en la conducta de giro cinco dias post-lesion.

e Caracterizar el efecto de la inyeccién intraestriatal de 3-HK en los pardmetros de dafio
oxidativo a través de la produccion de ERO, peroxidacion de lipidos y la funcionalidad

celular.

e Determinar si la inyeccion intraestriatal con 3-HK lleva a muerte celular.

Material y Métodos

Reactivos

3-hidroxikinurenina (3-HK), acido tiobarbitlrico (TBA), FeSO,, 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCF-DA), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo (MTT) y demas
reactivos fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) a excepcion del ONOO™
gue fue sintetizado segun el método descrito previamente (Beckman et al., 1994). Las
soluciones y reactivos (3-HK) se prepararon con agua desionizada obtenida de un sistema

purificador (Direct-Q, Millipore) y por medio de sonicacion (Branson 2210).
Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar (250-320 g) a lo largo de los experimentos. Se mantuvieron en
cajas de acrilico en presencia de agua y alimento (LabDiet) en condiciones constantes de
temperatura y luz (12:12- luz:oscuridad). Los animales se obtuvieron del Bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de

México.
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Experimentos de quimica combinatoria
Se realizaron experimentos de capacidad atrapadora de 3-HK en sistemas especificos para O,
H,0,, 0 ONOO™ y *OH; asi como ensayos de quelacion de Fe*" y la determinacion del efecto de

3-HK en la degradacion de proteina y DNA.

Ensayo de atrapamiento de anién superdxido (O,")

La evaluacién del ensayo de capacidad atrapadora de 3-HK estd basada en reportes previos
(Fontana et al., 2001). La técnica se basa en la reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT), en
donde un sistema no enzimatico de PMS/NADH genera O,7, y esta especie reduce el NBT en
sales de formazan, las cuales tienen un color azul-parpura. Brevemente la mezcla de reaccion
contiene buffer HEPES (20 mM, pH 7.4), 196 uM NADH, 39.2 uM NBT, 3.92 uyM PMS y
concentraciones crecientes de 3-HK (2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 pM), en un volumen final
de 1.275 mL. EI NBT, HEPES, NADH, PMS y/o 3-HK se agregaron por separado en una celda,
se agitd y se obtuvo la absorbancia de cada una de las muestras cada minuto durante 3
minutos a una longitud de 560 nm en un espectrofotometro Genesys 8, se calibrdé a cero con la
mezcla en ausencia de 3-HK. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de

capacidad atrapadora con respecto al valor maximo de captura.

Ensayo de atrapamiento de radical hidroxilo (¢ OH)

La actividad atrapadora de 3-HK para *OH se evalu6 a través del sistema Fel+-EDTA-H,0,-
desoxiribosa (Floriano-Sanchez et al., 2006; Halliwell et al., 1987), en donde la reaccion del
complejo EDTA/Fe® por reaccién con H,O, genera radicales hidroxilo y en presencia de
desoxirribosa, forman compuestos que forman un cromdgeno rosa en consecuencia de la
presencia de TBA. La mezcla de reaccién: con un volumen final de 1 ml se compuso de 0.2 mM
de acido ascorbico, desoxirribosa 0.56 mM, H,O, 1 mM, amortiguador de fosfatos 20 mM (pH
7.4), acido etilendiaminotetraacético (EDTA( 0.2 mM. Se colocé cada uno de los componentes
de la mezcla de reaccién en un tubo, se agitaron e inmediatamente se pudieron a incubar
durante 1 hr a 37°C. Al finalizar la incubacion se agregé 1 ml de mezcla de TBA (conteniendo
TBA, acido tricloroacético 100 % (TCA), acido clorhidrico concentrado (HCI) y deferoxamina

mesilato (DFO) y se puso en un bafio de ebullicion a 94°C durante 10 min, se dejaron enfriar a
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temperatura ambiente y posteriormente se midio la densidad éptica a 532 nm. Los resultados se
expresaron como porcentaje respecto al valor maximo obtenido de capacidad atrapadora.

Ensayo de atrapamiento de anién peroxinitrito (ONOQO)

El ONOO™ utilizado se sintetizé de acuerdo a Beckman et al. (1994). Se mezcl6 por un segundo
en un bafo de hielo 5 ml de H,O, 0.7 M (preparado en HCI 0.6 M) con 5 ml de nitrito de potasio
(KNO,) 0.6 M e inmediatamente, se detuvo la reaccién con 5 ml de hidroxido de sodio frio
(NaOH, 1.2 M). La mezcla se hizo pasar por columnas que contenian 4 g de Oxido de
manganeso (MnO,, prevaladas con 15 ml de NaOH 1.2 M temperatura ambiente durante 20
min). La mezcla obtenida se dej6 en un refrigerador de -20°C durante toda la noche. Se
recolecto la capa amarilla formada y se almacené en alicuotas, las cuales se almacenaron en
refrigeracion y para cada ensayo se determind la concentracion del ONOO™ por
espectrofotometria a 302 nm, utilizando el coeficiente de extincién molar 1670 M™* cm™.

La capacidad de 3-HK para atrapador al ONOO™ se evalué por medio de la oxidacion de la
DCF-DA inducida por ONOO™ hacia DCF de la técnica modificada de Crow y Beckman (1996).
El sistema tenia un volumen final de 145 ml y contenia 14 pM de acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), 36.2 uM DCF-DA, concentraciones crecientes de 3-HK
(2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 uM) y ONOO™ (35 uM). Cada componente del sistema se
colocé en una celda de cuarzo, se agitaron en un vortex y se obtuvo la densidad 6ptica a 500
nm durante 3 min cada minuto. Como blanco se utilizé el tubo 100 % en donde la capacidad
atrapadora es nula, entonces la oxidacién de DCF-DA a DCF es total. Los resultados fueron

expresados como porcentaje respecto al maximo obtenido.

Ensayo de atrapamiento de peroxido de hidrégeno (H,05)

La habilidad de 3-HK para atrapar H,O, se evalué por medio del método de Long et al. (1999).
El método se basa en la formacién de un complejo naranja de xilenol-Fe(lll) el cual tiene
absorcion maxima a 560 nm. El sistema que se forma, contiene H,O, que oxida al Fe(ll) en
Fe(lll) y asi se forme el complejo. Se hizo una mezcla de nueve volimenes de hidroxitolueno
butilado 4 mM en metanol grado HPLC con un volumen de naranja de xilenol 1 mM y sulfato
ferroso amoniacal 2.56 mM en 0.25 M de H,SO.,, los cuales formal el reactivo de Fox. Las
diferentes concentraciones de 3-HK (2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 uM) se mezclaron con
H,O, (75 uM) y metanol grado HPLC en tubos eppendorf e inmediatamente se agreg6 900 pL
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de reactivo Fox, las muestras se agitaron en el vortex y se dejaron incubar durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 15,000 x g durante 10 min y
se obtuvo la densidad 6ptica a 560 nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje de
capacidad atrapadora con respecto al valor maximo obtenido de capacidad atrapadora.

Ensayo de guelaciéon

La capacidad de 3-HK para formar complejos quelantes se comprob6 basandose en un trabajo
previo (Violler et al., 2000) con modificaciones, esto es a través de complejos coloreados que se
forman en presencia de hierro y ferrozina. Para el ensayo se utilizd un amortiguador de acetato
de amonio 5M (pH 9.5), ferrozina 5 M, 3HK (5, 10, 50, 100, 250 y 500 uM) y una mezcla de:
FeSO, (70 mg/100 mL) y &cido sulfarico (H,SO,4) 5mM.

Para el ensayo se pusieron todos los compuestos en tubos eppendorf, se incubaron durante 5
min y posteriormente se leyeron las muestras en un espectrofotdmetro Genesys 8 a 562 nm.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de quelacién respecto al control positivo
(sistema + EDTA) en ausencia de 3-HK.

El principio de este método se basa en la disociacién del complejo transferrina-hierro en un
medio débilmente acido. El hierro liberado es reducido a la forma bivalente (Fe lll-> Fell) por
medio del acido ascorbico. Los iones ferrosos forman un compuesto coloreado con la ferrozina.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de hierro en la muestra.

Ensayo de degradaciéon de DNA

Para poner a prueba la capacidad de proteccion de 3-HK en la degradacién del DNA, se utilizd
un sistema generador de *OH compuesto de: acido ascérbico 1.6 mM, EDTA 0.8 mM y sulfato
ferroroso amoniacal ((NH4).Fe(SO,),). Para cada una de las mezclas de utiliz6 buffer de
fosfatos 50 mM (pH 7.4), la mezcla de acido ascorbico-EDTA-[(NH,).Fe(S0,)..], 6 uL de DNA
(obtenido de cola de ratén), 3-HK (5, 10 y 50 uM) y para comenzar la generacion de *OH, se le
adicion6 H,0, al 2 %. Las mezclas se dejaron incubar por 10 minutos y pasado este tiempo se
detuvo la reaccién con 50 pl de buffer de carga (0.25 % azul de bromofenol, 0.25 % xileno
cianol y 80 % glicerol). Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2 % preparado en
Tris-acético-EDTA (TAE, 1x) con 0.5 yL de bromuro de etidio. El gel se puso a correr a 70 V

durante 1 h. Al finalizar, se visualizd y se obtuvo imagen de cada uno de los geles con luz UV
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por medio del sistema BioRad Gel Documentation (Gel Doc 1000 BioRad) y se obtuvo su
densitometria utilizando el programa Quantity One 4.6.6. (Galano et al., 2010).

Ensayo de degradacion de proteina

Para observar la degradacion de proteina generada por *OH, se utiliz6 la deteccion de la
oxidacion de la albumina sérica de bovina (BSA) llevada a cabo por la reaccion catalizada por
metales, basada y modificada de Koch et al. (1997). Se utilizé una solucién, preparada en un
buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.4), de &cido ascorbico 1.6 mM, EDTA 0.8 mM vy
((NH4)2Fe(S0,),). Para cada una de las mezclas se utiliz6 BSA al 1 %, se le agrego el sistema
de acido ascérbico 1.6 mM-EDTA 0.8 mM-(NH,).Fe(SO,), en ausencia o presencia de 3-HK (5,
10 y 50 uM), posteriormente se agreg6 15 uL de H,O,, esto fue para iniciar la generacion de
*OH, se dejaron incubando por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, al final de la
incubacion se les adicioné 250 ul de TCA 20 % después, se centrifugaron a 2,795 x g durante
30 min. El sobrenadante se elimind y el pellet fue resuspendido con 500 uL de NaOH 0.1 M.
Luego, para evaluar el dafio oxidativo en las proteinas se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 30 %. Se tomaron 50 ug del pellet y se mezcl6 (1:1) con el buffer de carga (10
% glicerol, 2 % SDS, 25 mM Tris—HCI (pH 6.8), 5 % mercaptoetanol, 0.1 % azul de bromofenol),
se hirvieron a 100°C por un minuto y posteriormente cada una de las muestras fue cargada en
un gel de poliacrilamida al 12 % y la electroforesis corrié a 150 V durante 1 h. Al finalizar el gel
fue tefido, para esto se colocd en una soluciéon de azul de Coomassie 2 % durante una hora.
Posteriormente se lavo y se dejd en solucion destefiidora. Al finalizar este proceso se
obtuvieron fotografias de los geles con luz blanca por medio del BioRad Gel Documentation
System (Gel Doc 1000 BioRad).

Experimentos in vitro

Los tejidos se obtuvieron de ratas que fueron decapitadas el dia en que se realizaron los
experimentos, se extrajo cerebro (sin cerebelo y sin tallo cerebral), higado y rifién, los cuales al
ser extraidos en seguida se colocaron en hielo. Cada uno de estos tejidos fue homogenizado
con un taladro en diluciones diferentes: cerebro 1:10, higado 1:300 vy rifién 1:100 en buffer
fisiol6gico Krebs pH 7.4 (conteniendo 19 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQy, 5
mM glucosa, 13 mM NaH,PO,y 3 mM Na,HPO,). Cada uno de los homogenados de los tejidos

obtenidos con anterioridad fueron incubados a 37°C durante dos horas en un bafio de agua con
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agitacion, en presencia de 3-HK (50 uM), FeSO, (5 uM), ONOO™ (25 uM) y una conjugacién de
3-HK con cada una de las toxinas (FeSO, y ONOQ") e inmediatamente se llevaron a cabo tres
pruebas: la cantidad de ERO, peroxidacion de lipidos y la evaluacién de la funcionalidad celular
a través de |a reduccion del MTT.

Cuantificacion de especies reactivas del oxigeno (ERO)

La determinacion de ERO se estimé por medio de la deteccion de la fluorescencia de DCF (Al
et al., 1992; Herrera-Mundo y Sitges, 2010). Se incubaron durante 2 horas: 500 L de los tejidos
con los diferentes tratamientos, al cual se le adicion6 buffer fisiolégico Krebs pH7.4 para
completar el volumen final (1400 pL). A las muestras se les adicionaron 100 pL de DCF-DA (75
pMM) y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Al final se centrifugaron a 1,789 x g por 10
minutos, la deteccion de ERO extracelulares se midieron en los sobrenadantes por medio de
espectrofotometria de fluorescencia en un espectrémetro Perkin-Elmer a 448 nm longitud de

excitacion y 532 nm de longitud de emision.

Determinacion de peroxidacion de lipidos

La peroxidacién de lipidos (PL) se evalu6 por medio de la produccion de especies reactivas al
acido tiobarbitarico (TBA-RS). Se incub6é 250 pL de tejido con los diferentes tratamientos al
cual se les adicion6 buffer fisiolégico Krebs pH 7.4 para completar el volumen de 1000 pL
durante 2 horas y finalmente se adicionaron 500 pL de TBA (conteniendo 0.75 g de acido
tiobarbitarico +15 g de TCA +2.54 mL de HCI). Esta combinaciéon fue puesta en un bafio a
ebullicion a 94 °C durante 15 minutos, al término se colocaron en hielo por 5 minutos y se
centrifugaron las muestras a 3,000 x g durante 5 min, se obtuvo la densidad O6ptica del
sobrenadante en un espectrofotometro Genesys 8 a una longitud de onda de 532 nm. Los
resultados fueron expresados como el porcentaje de lipoperoxidacién respecto al control, el cual

se tomd como el 100 %.

Estimacion de funcionalidad celular

La evaluacion de la funcionalidad celular se realiz6 por medio de la reduccién de MTT, se
incubaron 200 pL de los homogenados en presencia de los diferentes tratamientos a 37°C

durante 2 h, al finalizar la incubacion se agregaron 4 yL de MTT (5 mg/mL) y se incubaron a
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37°C durante 15 minutos. Las muestras se centrifugaron a 4,000 x g durante 3 minutos, se
elimind el sobrenadante y se le agregaron 500 pL de isopropanol é&cido al botén para
resuspender. Se obtuvo la densidad Optica en un espectrofotbmetro Genesys 8 a la longitud
Optica de 570 nm, los resultados se expresaron como porcentaje, tomando el control como el
100 %.

Experimentos in vivo

Se utilizaron ratas macho Wistar (250-300 g). Se formaron 4 grupos diferentes: Control
(solucion salina), 5 nmol, 10 nmol y 50 nmol, de acuerdo a reportes previos (Guidetti y
Schwarcz, 1999). Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital en administracion
intraperitonial (50 mg/kg) y se les realizé una lesién unilateral en el cuerpo estriado derecho
(anteroposterior: 0.5 mm; Lateral: 3.0 mm de Bregma y ventral: 4.6 mm de la duramadre),
posteriormente se les infundié 1 pl/min de cada una de las dosis a evaluar, 5 dias después de la

lesion se les realizé la prueba conductual asi como las determinaciones bioguimicas.

Experimentos de conducta

Cinco dias después de haber realizado la cirugia a las ratas se les evalud la asimetria motora
mediante la prueba de conducta de giro inducida por apomorfina. Se les administré apomorfina
(2 mg/kg) via subcutdnea y se colocé a cada rata por separado en cajas de acrilico, 5 minutos
después de la administracion se hizo el conteo de los giros dados y la direccion de éstos
durante media hora. Esta prueba se basa en medir de manera indirecta si existe muerte o dafio
celular.

Para evidenciar el dafio celular en el hemisferio del cerebro evocado por alguna lesién o toxina,
se administra al animal con agonistas dopaminérgicos (apomorfina, anfetaminas, etc.), las
cuales son encargadas de la actividad motora. Por lo tanto, cuando se administra el agonista
(en este caso apomorfina) y existe un dafio en las células dopaminérgicas pertenecientes al
hemisferio lesionado por parte del metabolito, la rata gira del lado contrario a la lesién (giros
contralaterales), esto debido a que el agonista actia sobre el sistema dopaminérgico. El
desbalance de las células de ambos hemisferios que participan en la actividad motora es la

causa de la presencia de una conducta de giro en las ratas.
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Bioquimica

Se realizaron pruebas bioquimicas a cada grupo de ratas: control (solucién salina), 5 nmol, 10
nmol y 50 nmol. Se les extrajo el estriado lesionado, se homogenizé en buffer Krebs pH 7.4y a
cada uno de los estriados se les realizd tres pruebas: peroxidacion de lipidos, ERO, y

funcionalidad celular.

Evaluacién histoldgica

Para realizar la evaluacion histoldgica fue necesario perfundir a los animales previamente
lesionados en el estriado. Cada rata fue anestesiada con pentobarbital (50 mg/kg) administrada
intraperitonialmente, las que posteriormente fueron perfundidas y fijadas por la técnica de
perfusion intracardiaca con 100 mL de soluciéon salina isoténica al 0.9 % para que
posteriormente se les infundiera 150 mL de formalheido al 4 % preparado en un buffer de
fostatos (PBS) pH 7.4. Se extrajo el cerebro y se mantuvo en formaldehido al 4 % preparado en
PBS durante 48 a 72 horas. Después se hizo un proceso de deshidratacion e inclusién en
parafina. A partir de estos bloques de parafina se obtuvieron cortes de 8-10 um de espesor a
nivel de estriado derecho con ayuda de un microtomo. A cada uno de los cortes se les realizd
una tincion Kluver-Barrera. Tres cortes representativos de cada estriado de cada individuo de
cada grupo se observaron bajo microscopia de luz a un aumento de 40x y fueron considerados
para el conteo celular final. Para diferenciar las neuronas degeneradas de las sanas se
utilizaron como criterios de morfologia celular como: cambios nucleares y pérdida de la

morfologia neuronal.

Estadistica

Todos los valores estan expresados como valores promedio + error estandar de la media
(S.E.M.) y se analizaron con una prueba de una via (ANOVA) seguida de una prueba de Tukey
utilizando el programa Prism 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Los valores p<0.05 se
consideraron como significativos.

Los valores de los experimentos de ERO, peroxidacion de lipidos y funcionalidad celular se

expresan en porcentaje, tomando el control como un 100 %.
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Resultados

Experimentos de quimica combinatoria

Capacidad atrapadora de 3-HK

En la figura 4 se presenta la capacidad atrapadora de 3-HK, la cual se observo sélo para
dos ERO: (A) ONOO™ y (B) *OH, en ambos casos se observa un efecto dependiente de la
concentracion. Sin embargo para otras especies como O,” y H,0,, 3-HK no tuvo un efecto

atrapador, datos no mostrados.
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Figura 4. Capacidad atrapadora de 3-HK para ERO. En A se observa la capacidad atrapadora
para *OH donde su ICsy es de 50 uM. En B se presenta la capacidad atrapadora por parte de 3-
HK para ONOO™ el cual tiene un ICs, de 60 uM. Cada punto representa la media + S.E.M. de
seis experimentos por concentracion, p < 0.05. ANOVA de una via seguido de una prueba de

Tukey.

Ensayo de quelacién

La capacidad quelante de 3-HK se midi6 por medio de un método colorimétrico, en
donde la formacion de complejos hierro-ferrozina dan lugar a complejos coloreados,
observandose que 3-HK es capaz de formar compuestos con el hierro presente en el sistema

(A) en todas las concentraciones utilizadas, pero no de manera concentracién-dependiente.
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Figura 5. Capacidad quelante de 3-HK. Se presenta la capacidad de 3-HK para formar
complejos con Fe?*. Se toma como control el 100 % que corresponde a un sistema en
presencia de EDTA. Se presenta la media + S.E.M. de seis experimentos por concentracion
(p<0.05). *valores significativamente diferentes al control. ANOVA de una via seguido de una

prueba de Tukey.

Degradacion de DNA y de proteina inducida por *OH

El efecto de 3-HK sobre la degradacion del DNA inducida por *OH se presenta en la
figura 6. Se observa que el DNA sometido a las diferentes concentraciones de 3-HK no es
degradado comparandolo con el control negativo [C(-)]; en cambio, el DNA que se combind con
el sistema generador de *OH presenta una completa degradacion, la cual es prevenida por 3-
HK y este efecto es concentracion dependiente. En el panel B se presenta la densitometria del
gel de agarosa, en el que se observa el grado de degradacion del DNA.

En la figura 6C y D se presenta el gel y la cuantificacién de albimina expuesta a un
sistema generador de *OH. Se observa que 3-HK per se no induce degradacién de proteina,
mientras que el *OH la degrada. La co-incubacion del sistema generador de <OH con las

diferentes concentraciones de 3-HK previene la degradaciéon de albimina.

A) B)
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Figura 6. Gel de agarosa del ensayo de la degradacion de DNA (A), gel de poliacrilamida del
ensayo de degradacion de proteina (C) y densitometrias en la cual se observa el efecto
protector de 3-HK hacia la degradacion del (B) DNA y de (D) proteina en presencia de un
sistema generador de *OH. Se presenta la media + S.E.M. de cinco experimentos. °p < 0.05,

significativamente diferente del control. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.
Experimentos in vitro

Resultados obtenidos de experimentos en homogenados de cerebro, higado y rifion (con
diluciones: 1:10, 1:300 y 1:100 respectivamente) con diferentes tratamientos, incubados durante

2 horas a 37°C, para poner a prueba el efecto que tiene 3-HK.

ERO
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En la figura 7 se observa que la presencia de 3-HK en homogenados disminuye el
porcentaje de ERO en un 20-30 % de manera significativa comparado con el control. Cuando
los homogenados estan expuestos a toxinas el porcentaje de ERO incrementa a un poco mas
del 50 %, pero cuando estas toxinas estan en combinacion con 3-HK, las ERO son abatidas (A)
incluso a niveles mas bajos que el control (B y C en presencia de FeSO,).
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Figura 7. Graficas que presentan el porcentaje de ERO en homogenados de (A) cerebro, (B)
higado y (C) rifion en presencia de 3-HK (50 uM) per se y en conjugacién de toxinas como el
FeSO,y ONOO'". El control se toma, en todos los casos como el 100 %. Se presenta la media +
S.E.M. de seis experimentos, p < 0.05. (a) valores diferentes al control negativo, (b) valores
diferentes al control positivo de FeSO, (c) valores diferentes al control positivo de ONOO™.

ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

Peroxidacidon de lipidos

En la figura 8 se observa que el FeSO, y el ONOO™ (5 uM y 25 pM, respectivamente)

incrementan el porcentaje de peroxidacion de lipidos de manera diferencial en cada tejido en
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comparacion del control que es el 100 %, este porcentaje es abatido cuando las toxinas estan
en combinacion con 3-HK; en rifion en presencia de ONOO™ y en (A) cerebro los niveles de
peroxidacion disminuyen a niveles del control, mientras que en (B) higado y (C) rifiébn (con
FeSO,) la disminucién es significativa, pero no a niveles del control. Cabe mencionar que 3-HK
por si solo no tiene efecto alguno en la lipoperoxidacion en cualquiera de los tres tejidos.
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Figura 8. Efecto protector de 3-HK (50 uM) en la peroxidacion de lipidos en homogenados de
(A) cerebro, (B) higado y (C) rifion en presencia de FeSO, y ONOO™. El control se toma, en
todos los casos como el 100 %. Se presenta la media + S.E.M. de seis experimentos, p < 0.05.
(a) valores diferentes al control negativo, (b) valores diferentes al control positivo de FeSQO, (c)
valores diferentes al control positivo de ONOO™. ANOVA de una via seguido de una prueba de

Tukey.

Funcionalidad celular

La funcionalidad celular en (A) cerebro se disminuy6 en presencia de FeSO, y ONOO™

(5 UM y 25 uM, respectivamente), comparada con el control (100 %), en higado y rifién (C) la
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funcionalidad disminuy6 cerca de un 35-40 %. Este marcador fue recuperado por la presencia
de 3-HK casi a niveles basales de manera significativa (excepto en higado), cabe mencionar
gue 3-HK por si sélo no tiene efecto alguno en la funcionalidad celular en ninguno de los tres
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Figura 9. Gréficas que presentan el porcentaje de reduccion de MTT en homogenados de (A)
cerebro, (B) higado y (C) rifion en presencia de FeSO, y ONOO™. El control se toma, en todos
los casos como el 100 %. Se presenta la media + S.E.M. de seis experimentos, p < 0.05. (a)
valores diferentes al control negativo, (b) valores diferentes al control positivo de FeSO,4 (c)
valores diferentes al control positivo de ONOO™. ANOVA de una via seguido de una prueba de

Tukey.
Experimentos in vivo
Estos resultados son obtenidos de ratas lesionadas en el estriado cinco dias post-lesion con

concentraciones de nanomoles de 3-HK.
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Conducta de giro

En la figura 10 se presenta el nUmero de giros dados cinco dias después de la cirugia
por las ratas lesionadas por 3-HK en el estriado, se ve un aumento en el nimero de giros dados
pero no de manera dosis-dependiente, se observa un aumento en el nimero de giros de

manera significativa con las concentraciones 10 nmol y 50 nmol.
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Figura 10. Numero de giros dados por cada grupo de ratas lesionadas en el estriado con 3-HK
(5 nmol, 10 nmol y 50 nmol). Se presenta la media + S.E.M. de seis animales para el grupo
control, siete para 10 nmol y ocho para 5 nmol y 50 nmol. ®p < 0.05 significativamente diferente

del control. ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey.

Bioquimica

En la figura 11 se presentan las pruebas bioquimicas realizadas a los estriados de las
ratas lesionadas con 3-HK. En el porcentaje de ERO se observa una tendencia a la disminucion
de estas de una manera concentracion-dependiente pero no son significativamente diferentes.
En el caso de la peroxidacién de lipidos se ve una disminucion pero de igual manera no es
significativa. En cambio, en la prueba de la funcionalidad celular, ésta se vio disminuida de

manera significativa comparado con el control en las concentraciones de 10 nmol y 50 nmol.
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Figura 11. Graficas de experimentos bioquimicos realizados a estriados de ratas lesionadas
con 3-HK (5 nmol, 10 nmol y 50 nmol): (A) ERO, (B) peroxidacién de lipidos y (C) funcionalidad
celular. En todos los casos se toma el control como el 100 %. Se presenta la media + S.E.M. de
cuatro experimentos por grupo. *p < 0.05 significativamente diferentes al control. ANOVA de

una via seguida de una prueba de Tukey.

Evaluacién histoldgica

En la figura 12 se presentan las fotografias de los estriados lesionados con 3-HK y tefiidos con
Kluver-Barrera (A-D). Se hizo un conteo celular en donde los criterios morfolégicos para el
conteo de neuronas degeneradas fueron cambios nucleares como la picnosis, cariorexis y
cariolisis y pérdida de la morfologia neuronal (Carrillo et al., 2010). Se observa que el nimero
de neuronas degeneradas, de acuerdo a los criterios morfolégicos, incrementa respecto al

control, sélo para las concentraciones 10 nmol y 50 nmol (Figura 13).
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Figura 12. Cortes histologicos representativos de estriado en un aumento de 40x de los grupos:
(A) control, (B) 3-HK (5 nmol), (C) 3-HK (10 nmol) y (D) 3-HK (50 nmol). Todos los cortes se
tineron con Kluver-Barrera. Las flechas sefialan neuronas degeneradas.
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Figura 13. Grafica que presenta el analisis cuantitativo de los cortes de estriado que fueron
lesionados con 3-HK (5 nmol, 10 nmol y 50 nmol). El analisis se basé en criterios morfolégicos
como cambios nucleares y pérdida de la morfologia neuronal. Se presenta la media + S.E.M. de
tres animales por grupo. *p < 0.05 significativamente diferentes al control. ANOVA de una via

seguida de una prueba de Tukey.

Discusion

La 3-HK es un metabolito de la VK que se forma a partir de la L-kinurenina por medio de
la enzima kinurenina 3-hidroxilasa y por su mayor afinidad de ésta por el sustrato se piensa
gue, la mayor parte de L-kinurenina se va a la formacién de 3-HK.

Esta kinurenina es un metabolito controversial ya que existen estudios del
comportamiento de éste en diferentes condiciones fisiologicas y experimentales. En este trabajo
hemos puesto a prueba el comportamiento de 3-HK bajo diferentes condiciones, una de las
primeras fue observar si 3-HK era capaz de funcionar como un atrapador de ERO, resultando
ser un buen atrapador para ONOO™ y «OH, asi como un buen agente quelante. Teniendo en
cuenta estas propiedades de atrapador asi como de quelante, 3-HK fue capaz de atenuar la
degradacién de DNA vy proteina. La capacidad atrapadora asi como la quelante observada en
este trabajo se puede explicar mediante estudios electroquimicos en donde se comprobd que 3-
HK tiene los picos mas altos de oxidacion y reduccion comparados con otras kinureninas y que
es buen donador de electrones, lo que nos indica que puede ser tomado, en primera instancia
como antioxidante (Giles et al., 2003).

Posteriormente se pusieron a prueba diferentes marcadores de dafio oxidativo como la

PL, la funcionalidad celular y la cantidad de ERO en homogenados de cerebro, higado y rifién;
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en caso de la PL y la funcionalidad celular, 3-HK per se no tuvo efecto alguno respecto al
control pero si disminuyo las ERO. Los pro-oxidantes causaron un aumento en la PL de 150 a
300 % con respecto al control en los diferentes tejidos empleados, el cual fue abatido cuando se
pusieron en presencia de 3-HK. De igual manera en la producciéon de ERO, los pro-oxidantes
tuvieron un aumento significativo de alrededor del 50 %, pero en conjugacion con 3-HK las ERO
disminuyeron a niveles del control o incluso menos (3-HK+FeSQ,). Para la funcionalidad celular,
los pro-oxidantes produjeron una disminucion de ésta de hasta un 30 %, 3-HK tuvo la capacidad
de recuperar esta funcionalidad a niveles del control. Los resultados arrojados en estos
experimentos nos comprueban el efecto que 3-HK tuvo en sistemas sintéticos: atrapador de
ONOO™ y *OH, ya que los niveles recuperados de la funcionalidad, asi como la disminucién de
PL y ERO provocada por los pro-oxidantes fue abatida por la presencia de 3-HK.

Para los experimentos in vivo, contrario a lo que se esperaba, arrojaron resultados
diferentes a los obtenidos en los ensayos in vitro, ya que después de la inyeccion intraestriatal
gue se les practicé a las ratas, éstas mostraron conducta de giro, lo cual puede deberse
posiblemente a la muerte de neuronas dopaminérgicas (Spiridon y Tsironis, 2006). Este efecto
correlacion6 con el cambio observado en el ensayo de MTT, en el cual existe una disminucion
en la funcionalidad celular de casi el 50 % por parte de las concentraciones de 10 nmol y 50
nmol. Estas alteraciones fueron corroboradas al realizar tinciones Kluver-Barrera donde se
contaron el numero de células sanas y de las degeneradas, basandose en parametros
histol6gicos como la forma y caracteristicas nucleares, este marcador mostré que efectivamente
habia presencia de muerte neuronal con una diferencia con el control.

In vivo, la 3-HK induce una marcada muerte neuronal, esto podria ser por el mecanismo
de produccién de especies reactivas como el H,O, a causa de su autoxidacion, aqui
demostramos que 3-HK no tuvo un efecto atrapador hacia el H,O, (datos no mostrados); Braydi
y su grupo (2009) demostraron que 3-HK es capaz de disminuir los niveles de NAD" y mediante
la enzima lactato deshidrogenasa que promueve la muerte neuronal y de astrocitos, lo que
podria explicar los resultados de esto experimentos. Ademas de que Giles y su equipo (2003)
concluyen gue a pesar de sus estudios electroquimicos donde demuestran la facilidad de donar
electrones por parte de 3-HK, su comportamiento en estudios in vivo dependera de los agentes
redox y el ambiente quimico en donde se encuentren. Vazquez (2001) realiza experimentos
donde varia el pH y la temperatura y mide la auto-oxidacion de 3-HK, encuentra grandes
diferencias entre la autoxidacion a pH 6 y a pH 8, lo que corrobora que el ambiente quimico es
una caracteristica vital para el comportamiento de 3-HK. Entonces, de acuerdo a estas

evidencias y tomando en cuenta que las concentraciones utilizadas para los estudios in vitro e
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in vivo no fueron las mismas (debido a que las concentraciones reportadas en estudios previos
difieren), se pueden explicar las diferencias en el comportamiento de 3-HK y de los efectos que
tiene, ademas de que el ambiente quimico en los tres tipos de experimentos (quimica
combinatoria, experimentos in vitro y experimentos in vivo) no es el mismo. Por ejemplo, se
debe tomar en cuenta que en los experimentos in vivo, existen factores como el metabolismo
del estriado y la cantidad elevada de metales en éste, que pueden hacer la diferencia en la
interaccion de 3-HK con diversos componentes, ya que por sus grupos funcionales podria
interactuar con alguno de ellos formando asi, compuestos toxicos para la célula o bien, que el
ambiente al ser diferente promueva su caracter pro-oxidante o desencadene otros mecanismos

aun no descritos para esta kinurenina.

Conclusiones

Con los resultados anteriores podemos concluir que:

e La 3-HK es capaz de atrapar ONOO™ y *OH en sistemas sintéticos.

o La 3-HK tiene la capacidad de formar complejos con el hierro en sistemas sintéticos.

e La 3-HK es capaz de atenuar la degradacion de DNA y proteina en un sistema
generador de *OH.

e La 3-HK previene la produccién de ERO y PL y recupera la funcionalidad celular en
homogenados de cerebro, higado y rifion.

e La 3-HK produce alteracion en la conducta de giro cuando se administra intra-
estriatalmente.

e La 3-HK in vivo, disminuye la funcionalidad celular en estriado, provocando cambios
morfologicos celulares.

¢ La 3-HK genera dafio celular en estriado.

o Estos datos sugieren que el comportamiento de 3-HK depende de las condiciones en
donde se evalle, esto es evidenciado en los resultados diferenciales obtenidos de los

experimentos in vitro e invivo.

Perspectivas
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La 3-HK es un metabolito con un comportamiento dependiente del ambiente quimico, es
por eso que es de vital importancia, explorar su comportamiento en diferentes condiciones de
pH y temperatura. Ademas de investigar mas a fondo el comportamiento de 3-HK, tomando en
cuenta otras variantes como: tipo celular, interaccion con vias de sefializaciébn o componentes
celulares como cadena respiratoria para poner a prueba el efecto de este metabolito en el
metabolismo energético [como se ha observado con otro de los metabolitos de la via como el 3-
HAA (Quagliariello et al., 1964)]. Ademas de caracterizar el efecto de 3-HK segun diferentes

regiones cerebrales para poder inferir su posible efecto fisioldgico y patoldgico.
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