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RESUMEN

El plomo (Pb?*) es un metal ampliamente utilizado en la industria y en productos de consumo.
La intoxicacion por este metal es considerada un problema de salud publica debido a los
efectos neurotdxicos y teratogénicos que induce. Se ha reportado que la exposicion a plomo
durante el neurodesarrollo conlleva alteraciones en el aprendizaje y memoria. Dentro de los
mecanismos por los cuales este metal pesado induce neurotoxicidad resalta su interaccion
con sitios estereoespecificos para cationes divalentes como Ca?* y su habilidad de inducir un
desequilibrio en la generacién y remocion de especies reactivas de oxigeno. Recientemente,
se describi6 que el catabolismo del triptéfano a través de la via de las kinureninas (VK) esta
relacionado con las alteraciones cognitivas inducidas por la exposicion a plomo.
Especificamente, el acido kinurénico (KYNA), un metabolito de la VK, fue asociado
directamente con las alteraciones en memoria producidas por la exposicién a plomo durante
la lactancia en roedores; este metabolito es un antagonista de NMDAr y a7-nicotinicos. Se ha
demostrado que la N-acetilcisteina (NAC) modula la produccion de KYNA a través de la
inhibicién de la enzima kinurenina aminotransferasa Il. El objetivo de este trabajo es
determinar si la modulacién de los niveles de KYNA a través de la administracion de N-
acetilcisteina atenua las alteraciones cognitivas inducidas por la exposicién a plomo durante
la lactancia en ratones. Se formaron 4 grupos experimentales: Control, NAC, Pb?" y
Pb?*+NAC. El grupo control recibié agua de la llave y pellets de dieta normal. Los ratones del
grupo Pb?" y Pb?*+NAC fueron expuestos a 500 ppm de acetato de plomo en el agua de
bebida; los grupos NAC y Pb?*+NAC recibieron NAC 350 mg/dia en pellets. Todos los
tratamientos se administraron durante la lactancia (dia 0-23 postnatal). Transcurrido el
periodo de lactancia todos los grupos recibieron agua de la llave y pellets normales. A los dos
meses de edad se evaluaron los parametros cognitivos a través de las pruebas de
reconocimiento de objeto novedoso y ubicacién de alimento enterrado. Adicionalmente, se
determinaron los niveles cerebrales del KYNA, la actividad de KAT Il y el estado redox celular
en todos los grupos experimentales. En la prueba de reconocimiento de objeto novedoso no
se encontré diferencia significativa en la evaluacion de memoria a corto plazo; en cambio,
para la memoria a largo plazo el indice de reconocimiento del grupo de Pb?" fue
significativamente menor respecto a los grupos control y Pb?*+NAC, donde los individuos no
fueron capaces de discriminar entre un objeto novedoso y uno familiar. En la prueba de
ubicacion de alimento enterrado, el grupo de Pb?* presentd déficit en la consolidacion de la
memoria, mientras que el grupo tratado paralelamente con NAC atenud el dafio cognitivo
inducido por Pb?*. Los niveles cerebrales de KYNA aumentaron en el grupo de Pb?* y estos
regresaron a niveles basales tras la coadministracion con NAC. La actividad de la KAT Il
disminuyd significativamente solo en el grupo Pb?*+NAC. Las alteraciones en el ambiente
redox cerebral inducidas por Pb?* fueron revertidas tras la coadministracién con NAC. Este
trabajo robustece la evidencia de que KYNA esta implicado en el deterioro cognitivo inducido
por plomo y que la modulacién de su formacién representa un blanco terapéutico para mejorar
tanto el ambiente redox como el impacto en el deterioro cognitivo.



ABSTRACT

Lead (Pb?*) is a widely used metal in industry and in consumer products. Poisoning by this is
considered a public health problem due to the neurotoxic and teratogenic effects that it
induces, especially during neurodevelopment, causing alterations in learning and memory.
The molecular basis of its toxicity involve its interaction with stereospecific sites for divalent
cations such as Ca?* and has the ability to induce an imbalance in the generation and removal
of reactive oxygen species. Recently, kynurenic acid (KYNA), a metabolite of tryptophan
catabolism, was related to the cognitive impairment induced by the exposure of lead during
early life. KYNA is an antagonist of NMDA and a7-nicotinic receptors, and an imbalance in its
production is associated with cognitive deficits. It has been shown that N-acetylcysteine (NAC)
can modulate KYNA production and induced procognitive effect in behavioral tests in rodents.
The aim of this study is to determine whether the modulation of KYNA levels by the
administration of N-acetylcysteine prevents cognitive alterations induced by exposure to lead
during lactation in mice. Four experimental groups were formed: Control, NAC, Pb?* and
Pb?*+NAC. The control group received tap water and normal diet pellets. The groups Pb?* and
Pb?*+NAC were exposed to 500 ppm of lead acetate in the drinking water; the NAC and
Pb?*+NAC groups received NAC 350 mg/day in pellets. All treatments were given during
lactation (0-23 postnatal day). After the lactation period, all groups received tap water and
normal pellets. At two months of age, cognitive parameters were assessed through novel
object recognition and buried food location tests. In addition, the cerebral levels of KYNA, the
KAT Il (enzyme for the production of kynurenic acid) activity and the cellular redox state were
determined in all experimental groups. In the novel object recognition test, no significant
differences between groups were found in the evaluation of short-term memory. However, for
long-term memory, the recognition index of the Pb?* group was significantly lower compared
to the control and Pb?*+NAC groups, where the mice were unable to discriminate between a
new object and a familiar one. In the buried food location test, Pb?* group presented deficit in
memory consolidation, while the group treated in parallel with NAC attenuated the cognitive
damage induced by Pb?*. KYNA levels increased significantly in the Pb?* group and returned
to baseline levels when NAC was given as a cotreatment. KAT Il activity decreased
significantly only in the Pb?*+NAC group. Alterations in the redox environment of the brain
induced by Pb?* were attenuated after coadministration with NAC. This work reinforces the
evidence that KYNA is involved in Pb?*-induced cognitive impairment and that modulation of
its formation represents a therapeutic target to improve both the redox environment and the
impact on cognitive impairment.
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INTRODUCCION

1. Generalidades del plomo

El plomo (Pb?*) es un metal ampliamente utilizado en la industria y en productos de consumo,
gracias a sus propiedades fisicas y quimicas como maleabilidad, ductilidad, baja
conductividad y resistencia a la corrosion (Garcia-Leston et al., 2010). Es empleado como
aditivo en combustibles y pinturas; produccion de revestimiento de cables, vidrio, cristales,
fertilizantes, etc.; puede encontrarse en juguetes, baterias, cafierias de agua, entre otros
(Fontana et al., 2013; Dhimal et al., 2017). Aunque es un elemento que no tiene una funcion
biolégica en el cuerpo humano, se encuentra en este debido a la contaminacién ambiental
por actividades antropogénicas como la mineria y fundicién, reciclaje y eliminaciéon de
materiales de desecho y quema de combustibles fésiles, lo cual conduce a su acumulacion y
distribucion en diferentes ecosistemas, incluso en el agua y alimentos para consumo humano
(Pajaro et al., 2013; Hanna-Attisha et al., 2016; Swaringen et al., 2022).

La intoxicacion por Pb?* es considerada un problema de salud publica debido a los efectos
neurotoxicos, teratogénicos, endocrinos, reproductivos y cardiovasculares que induce,
independientemente de las concentraciones de exposicion a este metal (Fontana et al., 2013;
Skerfving et al., 2015; Holstege, 2019). Las mujeres embarazadas o en periodo de lactancia,
el feto en desarrollo, asi como los nifios de seis afios 0 menos, son los mas susceptibles a
los efectos del Pb?* (Braun et al., 2006; Hanna-Attisha et al., 2016; Swaringen et al., 2022).
De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, la exposicion a este metal ha sido la
causa de casi un millén de muertes al afio (OMS, 2022). Los efectos téxicos del Pb?* y sus
compuestos han sido investigados por varios afios en diferentes sistemas animales vy
vegetales (Garcia-Lestdn et al., 2010).

Los niveles de plomo en sangre (NPS) se mide en microgramos (ug) por decilitro (dL) de
sangre. En México, la Norma Oficial Mexicana “NOM-199-SSA1-2000 Salud ambiental.
Niveles de plomo en sangre y acciones como criterios para proteger la salud de la poblacién
expuesta no ocupacionalmente” establece que incluso debajo de 5 pg/dL de NPS se
considera toxico para el neurodesarrollo de nifios, mujeres embarazadas o en periodo de
lactancia (Téllez et al., 2017), por lo tanto, no existe un nivel seguro de exposicién a este
metal (CDC, 2018). La gravedad de los dafos esta directamente relacionada con la
concentracion de Pb?* en sangre (Ahamed et al., 2008); a altas concentraciones de exposicion
a Pb?" se presentan dafios en la mayoria de los 6rganos y sistemas, siendo de mayor
importancia el sistema nervioso central (SNC), higado y torrente sanguineo, que podrian
culminar en la muerte si los niveles son excesivos (Tong et al., 2000).

La absorcién de este metal depende del transito gastrointestinal, estado nutricional y edad
(Azcona et al., 2015; Wani et al., 2015). El Pb?* ingresa principalmente al organismo por vias
respiratorias y gastrointestinales. Aproximadamente el 99% se retiene en el torrente
sanguineo y se acumula en las membranas de los eritrocitos interfiriendo en la sintesis del
grupo hemo ocasionando anemia; esto ocurre ya que los eritrocitos tienen mayor afinidad por
el Pb?, por lo que son mas susceptibles al dafio que este ocasiona (Mani et al., 2018).
Después se distribuye en diversos 6rganos y tejidos generando dafios a nivel sistémico,
donde permanece alrededor de 40 dias (Feksa et al., 2012; Wani et al., 2015). Finalmente se
deposita en tejidos duros como huesos, ufias y dientes donde puede permanecer incluso toda
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la vida del individuo (Fontana et al., 2013). La vida media del Pb?* en el tejido cerebral es de
aproximadamente 2 afios y en los huesos permanece durante décadas (Sirivarasai et al.,
2015; Wani et al., 2015). El 90% del Pb?* se excreta por orina y en menor cantidad en bilis,
sudor y leche materna (Azcona et al., 2015).

Desde 1993, Namihira y col. encontraron que los NPS en la leche materna y en la sangre en
mujeres de la Ciudad de México eran 45.88 + 19.88 ug/dL y 2.47 ug/dL, respectivamente. Las
concentraciones de NPS materna >5 ug/dL se han asociado con el aborto espontaneo, parto
prematuro, preeclampsia, muerte fetal, bebés con bajo peso al nacer o anormalidades en
estos (Cunningham, 2012). Ya que la placenta no filtra el Pb?*, en consecuencia, los NPS del
corddén umbilical se correlacionan altamente con los NPS maternos (Kordas, 2010). La leche
materna de una madre que sufre de envenenamiento crénico y que es consumida después
del nacimiento es otra via por la cual el Pb?" se acumula en el neonato. Afecta el sistema
hematopoyético, nervioso central y periférico, sistema vascular y el tracto gastrointestinal;
causando anemia, insuficiencia renal, nefropatia y sintomas gastrointestinales, incluida la
insuficiencia de la funcién hepatica (Mazumdar & Goswami, 2014).

Algunas de las afectaciones de la exposicion crénica al Pb?* en el caso de los hombres en
etapa adulta incluyen ansiedad, depresion, reduccion de la libido, alteracién en la
espermatogénesis (reduccion en cantidad y motilidad, e incremento de formas anormales de
los espermatozoides), dafio cromosémico, funcién prostatica anormal y cambios en los
niveles de testosterona (Pajaro et al., 2013; Azcona et al., 2015). Se ha relacionado de
manera concluyente en la etapa adulta con la hipertension y otras enfermedades
cardiovasculares (Lanphear et al., 2018), ya que afecta a marcadores inflamatorios que
pueden llevar a un cambio adverso en la presion arterial (Sirivarasai et al., 2013).

2. Intoxicacion por plomo en la poblacion mexicana

Existen y se han implementado leyes que regulan y prohiben el uso de Pb?* en México, tal es
el caso del Programa Nacional para la Adopcién de Esmalte Libre de Plomo, apoyado por
FONART desde el afio 1994, el cual plantea la coordinacion de diversas acciones
encaminadas a mitigar y, progresivamente, erradicar los trastornos en la salud de los
artesanos, causados por el contacto directo con el esmalte con Pb?* (Covarrubias & Estrada,
2010). Sin embargo, no se ha erradicado su presencia en el ambiente puesto que es un metal
gue no sufre degradacién natural y también a su amplio uso en la industria (Fontana et al.,
2013; Xie et al., 2020).

Las fuentes de exposicién varian por regién, pais y contexto local. En el caso de México, este
tiene una historia larga y Gnica de exposicion al Pb?*. En 1990 se comenz6 a eliminar el Pb?*
en la gasolina e introdujo los combustibles libres de este, pero fue hasta el afio de 1997
cuando la gasolina con Pb?* se eliminé por completo del pais, trayendo consigo mejoras a la
salud. Sin embargo, hay otros tipos de exposicion que continlan afectando a la poblacion,
tales como el hecho de que México tiene grandes depdsitos de Pb?*; y desarrolla la alfareria
vidriada tradicional donde se emplea la tretadxido de plomo, ideal debido a su punto bajo de
fusién (<800 °C) en hornos de lefia. Estos generan riesgos tanto ocupacionales como de salud
ambiental (Caravanos et al., 2014; Pantic et al., 2018).

Actualmente la fuente secundaria mas comun de exposicion al Pb?* en la poblaciéon no
expuesta laboralmente es el uso de alfareria vidriada. A través de la elaboracion,
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almacenamiento y consumo de alimentos y bebidas en loza de barro vidriado, el riesgo de
contraer enfermedades por envenenamiento con este metal aumenta (Caravanos et al., 2014;
Téllez et al., 2017). Es posible que los alimentos acidos lixivien el Pb?* de los recipientes de
arcilla, haciendo que el metal esté disponible para la absorcion (Diaz-Ruiz et al., 2016). Cabe
destacar que México es el quinto mayor productor de Pb?* y uno de los cinco principales
exportadores de plata a nivel mundial, a menudo extraida junto con Pb?*; asi como un
productor grande, exportador y reciclador de baterias de plomo-acido para automaviles y
otros vehiculos (Caravanos et al., 2014).

A lo largo de varios afios y diversos estudios se ha intentado estimar los NPS en México, en
los cuales se ha demostrado una tendencia a que sean elevados. Caravanosy col. en el 2014
realizaron un metaanalisis a partir de 83 estudios entre 1978 y 2010 en distintas ciudades del
pais y reportaron medias geométricas (MG) de 6.5 ug/dL en el subgrupo de menores de un
afio de edad; mientras que para un subgrupo con el mismo rango de edad para la Ciudad de
México fue de 4.9 ug/dL. En areas urbanas y rurales fueron de 8.9 pg/dL y 22.2 ug/dL,
respectivamente. A partir de la introduccion de la gasolina libre de Pb?*, la media en areas
urbanas fue de 5.36 ug/dL y se espera que el promedio en areas rurales sea mayor y a su
vez, siga en aumento (Caravanos et al., 2014).

Estos antecedentes aportan informacién relevante sobre el tema en México. Sin embargo,
Unicamente son representativos de pequefios sectores de la poblacién, ya que en el pais no
existe un sistema de monitoreo poblacional que mida los NPS, por lo tanto, no se pueden
hacer inferencias a nivel nacional.

2.1 Alteraciones bioquimicas relacionadas con la intoxicacién por plomo

Como ya se habia mencionado, el Pb?* no tiene una funcién biolégica en el organismo, por lo
tanto, es poco probable gque exista un transportador especifico para su absorcién. El
transportador de metales divalentes-1 (DMT1) le permite ingresar al cuerpo humano,
participando en la absorcion de Pb?" en el intestino delgado. También es el principal
transportador de hierro, y su expresion aumenta cuando hay deficiencia de este, por lo que
un aumento en la expresiéon de DMT1 contribuye a una mayor absorcién de Pb?" (Kordas,
2010).

La base molecular de la toxicidad del Pb?* involucra su unién covalente a proteinas debido a
que interactla con sitios estereoespecificos para cationes divalentes como Ca?*, lo que
conlleva a la alteracién de diversas vias metabdlicas reguladas por este cation (Aguilar et al.,
2014; Azcona et al., 2015). El hecho de que este metal pesado pueda competir por el lugar
del calcio afecta una variedad de procesos diferentes, biolégicamente significativos y
dependientes de este catidn, tales como: sefalizacion intercelular e intracelular, transporte
de metales divalentes, metabolismo energético, procesos enzimaticos, apoptosis, conduccién
iGnica, adhesién celular, maduracién de proteinas y regulacién genética (Cunningham, 2012;
Feksa et al., 2012).

Este metal también posee habilidad de inducir un desequilibrio en la generacién y remocion
de especies reactivas de oxigeno (EROSs) en tejidos y componentes celulares, conocido como
estrés oxidante. La concentracién de EROs depende de las concentraciones y la duracién de
la exposicion a xenobidticos. ElI Pb?* genera estrés oxidante a través de: 1) incrementar la
generacion de EROs; y 2) agotar las defensas antioxidantes por su alto grado de afinidad por
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grupos tiol (-SH) como el glutation (GSH) y modifica la actividad y expresion de enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), glutatiobn peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR) y catalasa (CAT). Las consecuencias son dafio oxidante en lipidos, DNA y
proteinas (Ahamed et al., 2005; Feksa et al., 2012; Pawlas et al., 2016).

Se han propuesto diferentes tipos de mecanismos para las EROs mediadas por Pb?*: (1)
alteran las membranas celulares estimulando su peroxidacion lipidica iniciada por iones
ferrosos, incrementando significativamente los niveles de malondialdehido (MDA) que es el
producto final (Ahamed et al., 2008); (2) interacciones plomo-hemoglobina; (3) dafia la
reaccion en cadena que conduce a la formacion del grupo hemo que da como resultado la
acumulacion de acido 8-aminolevulinico deshidratasa (6-ALA) mediada por la generacion de
EROs; y (4) efecto del Pb?* en el sistema de defensa antioxidante de las células. Incluye la
capacidad de conducir a inhibir/imitar las acciones de Ca?* e interactuar con algunas
proteinas (como aquellas con grupos amino, carboxilo, fosfato y sulfhidrilo) (Ahamed et al.,
2008; Feksa et al., 2012; Mani et al., 2018; Singh et al., 2018).

De igual manera el Pb?" interfiere con el crecimiento y la diferenciacién o el desarrollo
estructural cerebral. Los ejemplos respaldados por la evidencia experimental incluyen el
efecto sobre las moléculas de adhesion neural y la alteracion de la funcién sinéptica (por
ejemplo, la expresion del receptor N-metil-D-aspartato) (NMDAr) (Ahamed, 2005).

También afecta el desarrollo de oligodendrocitos a partir de células precursoras; altera la
morfologia de la mielina, la cual en los grupos control esta formada por capas ordenadas,
mientras que en muestras intoxicadas con Pb?* este orden se destruye en grandes areas,
reflejandose en un aumento en la fluidez de la membrana, dando como resultados vainas
irregulares y sueltas (Kordas, 2010). Asimismo, se asocia con deterioro en la
neurotransmision (Wani et al., 2015), por ejemplo, en el sistema dopaminérgico: los cambios
en los niveles de dopamina son relevantes en la funcion de las neuronas para la cognicién y
el comportamiento, ya que este neurotransmisor se encuentra involucrado en la regulacion
de varios procesos del SNC, incluidos la actividad motora, el estado de animo, la motivacion,
la recompensa y la atencion. Estos cambios también se han relacionado con la hiperactividad
(Kordas, 2010).

La mayor parte del trabajo sobre la neurotoxicidad inducida por Pb?* se ha centrado en las
células neuronales, ya que provoca una disminucién en el nimero de neuronas que se
desarrollan, asi como en su crecimiento (Meng et al., 2005; Wani et al., 2015). Otras células
de soporte, que son varias veces mas numerosas que las neuronas y modulan la funcion de
estas y que también pueden verse afectadas por Pb?*, son los astrocitos. Estos son capaces
de captar 14 veces mas Pb?* que las neuronas a través de canales de Ca?* dependientes del
voltaje (Simons & Pocock, 1987) y puede implicar un aumento dependiente del glutamato en
el calcio intracelular (Cornell-Bell et al., 1990). La acumulacion y almacenamiento de Pb?* en
los astrocitos puede ser un mecanismo de proteccion para las neuronas que son mas
sensibles a los efectos téxicos de este metal (Holtzman et al., 1987; Tiffany-Castiglioni et al.,
1986; Tiffany-Castiglioni, 1993), o bien, puede proporcionar un reservorio para su liberaciéon
continua y contribuir a la toxicidad de las neuronas adyacentes o de los propios astrocitos
(Struzynska, 2009).
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2.2 Alteraciones conductuales en humanos por intoxicacién de plomo

Dentro de las consecuencias a la exposicién a Pb?* durante etapas tempranas del desarrollo
e incluso en la etapa joven-adulto se encuentran alteraciones en la memoria. Estas
alteraciones son mas prominentes cuando la exposicion es durante el neurodesarrollo (Earl
et al., 2015; Ramirez et al., 2020). Es por esto que los nifios constituyen el segmento de la
poblacién mas vulnerable por exposicion al Pb?*, ya que lo absorben en mayor proporcion
gue los adultos (Dhimal et al., 2017) debido a la inmadurez de la BHE, al aumento de la
absorcion gastrointestinal y en el caso de mujeres embarazadas cruza la barrera placentaria
(Cunningham, 2012; Azcona et al., 2015). Los adultos absorben del 35-50% del Pb?" que
ingieren en comparacion con mas del 50% que absorben los nifios (Ahamed et al., 2005).
Incluso en nifios con niveles inferiores a 5 pg/dL han sido asociadas consecuencias de
impacto social como disminucion del coeficiente intelectual (Earl et al., 2015), deficiente
desarrollo neuroldgico, comportamiento agresivo, trastornos de atencién e hiperactividad
(Baghurst et al.,, 1992; Nkomo et al., 2018). Estos efectos son mayores en nifios que
presentan deficiencia de hierro o anemia y se sabe que son en gran medida irreversibles
(Tong et al., 2000; Fontana et al., 2013). A lo largo de los estudios que se han llevado a cabo
es evidente el efecto nocivo del Pb?* en diversos parametros cognitivos, y esto es mas
evidente cuando la exposicion a este metal ocurre en etapas tempranas del desarrollo.

3. Modelos experimentales

Se ha demostrado que la exposicion a Pb?" de manera prenatal y postnatal temprana en
modelos de roedores, causa la acumulacion de este metal en el SNC, aumenta los niveles de
peroxidacion de lipidos y la capacidad antioxidante cerebral se ve considerablemente
disminuida, propiciando asi un ambiente celular oxidante que contribuye a cambios
morfologicos cerebrales que conllevan a alteraciones conductuales en la etapa adulta (Nehru
& Kanwar, 2004; Prasanthi et al., 2010). Muller y colaboradores (2008) mostraron que los
sacos vitelinos expuestos a Pb?* generaban inactividad y movimientos anormales en polluelos
durante la primera semana postnatal y lo correlacionaron con los altos niveles de este metal
en el cerebro. En concordancia, diversos estudios en roedores han mostrado que tanto la
intoxicacion con Pb?* durante la gestacion o la etapa postnatal temprana, genera alteraciones
motoras y cognitivas mayores que las observadas cuando la intoxicacién ocurre en la etapa
adulta, lo cual esta relacionado a un mayor paso de Pb?* al cerebro debido a la BHE inmadura,
lo que conlleva alteraciones en la sinaptogénesis, diferenciacion y proliferacién celular que
ocurre durante las etapas pre y postnatales tempranas (Goyer, 1990; Zhang et al., 2004;
Bazrgar et al., 2015). Cabe mencionar que, en estos procesos fisiolégicos, los NMDAr juegan
un rol central y su actividad se ve comprometida por la presencia de Pb?*, el cual al mimetizar
la accion del calcio interviene con la sefalizacién de estos receptores (Goyer, 1997). También
se ha comprobado que la exposicidon a este metal a través del agua potable durante el
embarazo en ratones ocasiona pérdida neuronal en las areas CA1 y CA3 del hipocampo de
la descendencia; y se ha relacionado directamente con la muerte celular programada a bajas
concentraciones en células cerebrales in vitro e in vivo, asi como con la activaciéon de
caspasas del hipocampo después de la exposicion neonatal al metal en ratas (Diaz et al.,
2016).
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4. Aprendizaje y memoria

El sistema de cognicién en general se compone de procesos de aprendizaje y memoria
(Morgado, 2005). Memoria es el proceso por el cual la informacién adquirida se convierte en
conocimiento dependiente de una experiencia que guardamos para utilizarlo posteriormente
cuando sea necesario (Solis & Lépez, 2009); cabe resaltar que no es una funcién cerebral
estatica, Unica o aislada, sino que se comporta como un conjunto de funciones cerebrales
distintas pero estrechamente interrelacionadas que estan orientadas hacia un mismo fin, por
lo que es mas acertado denominar en términos de sistemas de memoria (Carrillo-Mora,
20109).

La memoria se puede dividir en dos grandes bloques: memoria a corto plazo (MCP) y memoria
a largo plazo (MLP) (Navarrete et al., 2008). La MCP abarca a la denominada memoria de
trabajo (MT) (Solis & Lépez, 2009), un modelo propuesto por Baddeley y Hitch en 1974 que
aun es aceptado en la actualidad (Baddeley, 2003). Se trata de un sistema para almacenar y
administrar una cantidad limitada de informacién durante un corto periodo de tiempo; es una
memoria inmediata para los estimulos que acaban de ser percibidos (Navarrete et al., 2008).
La memoria de trabajo se refiere a la capacidad para mantener las cosas en la mente el
tiempo suficiente para realizar una tarea especifica (Carrillo-Mora, 2010b); la capacidad para
este tipo de registro es muy grande, involucra a todas las modalidades (visual, verbal, tactil,
etc.) y nos brinda el sentido continuo del presente (Solis & L6pez, 2009). A su vez, los
sistemas de MLP en los mamiferos se conforman por dos grandes categorias de informacion,
la declarativa y la no declarativa (Squire & Dede, 2015). La memoria explicita (declarativa), la
cual se emplea para hechos, eventos, personas, lugares y objetos y puede traerse a la mente
como material verbal o no verbal recordado, como una idea, un sonido, una imagen, una
sensacion, un olor o una palabra (Cohen & Squire, 1980), responde a las preguntas del
“equé?’, “idénde?” y “4cuando?” ocurrieron. Y la memoria implicita (no declarativa) es la
resultante de procesos de aprendizaje no consciente realizados a través de habilidades
perceptivas y motoras, y habitos (Tulving, 1985; Carrillo-Mora, 2010b).

El &rea cerebral relacionada en la memoria declarativa es el el hipocampo y la corteza (Squire
& Zola-Morgan, 1991; Squire & Dede, 2015) y en los humanos implica la consciencia (Solis
& Lépez, 2009); la memoria no declarativa no requiere esta Ultima e involucra al cerebelo,
cuerpo estriado y amigdala (Scoville & Milner, 1957; Tulving & Schacter, 1990; Solis & Lépez,
2009; Squire & Dede, 2015).

El almacenamiento de la memoria es mas complejo que una secuencia lineal de eventos que
culmina en una memoria indeleble a largo plazo, es el resultado dindmico de varios procesos:
codificacién o adquisicion de nueva informacién, memoria a corto plazo, mediano plazo,
consolidacién y mantenimiento de memoria a largo plazo, desestabilizacion y reestabilizacion
de memoria en el curso de la recuperacion y actualizacién e integracion de una memoria dada
con otras memorias. Los cambios que acompafian al aprendizaje tienen paralelos biolégicos
en la plasticidad sinaptica. La memoria a corto y mediano plazo es paralela al fortalecimiento
sinaptico que dura de minutos a horas, y la memoria a largo plazo al fortalecimiento sinaptico
gue dura de dias a semanas (Castellucci et al., 1978; Carew et al., 1979).

Para respaldar la MLP se habla sobre la consolidacion de sistemas, que se refiere a la
reorganizacion gradual de los sistemas cerebrales (Squire & Alvarez, 1995; Dudai & Morris,
2000; Dudai, 2012), siendo un proceso por el cual los recuerdos almacenados tanto en el
hipocampo como en la corteza, son guiados por el hipocampo para su reorganizacion
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conforme pasa el tiempo, con la finalidad de que se independicen de este y se desarrolle una
memoria estable a largo plazo al aumentar la complejidad, la distribucion y la conexion entre
multiples regiones corticales (Dudai & Morris, 2013). Si como consecuencia de la repeticion
de la experiencia los cambios neurales de la MCP persisten, pueden activar otros
mecanismos de plasticidad cerebral produciendo cambios estructurales en las sinapsis. Estos
cambios constituyen el soporte fisico de la MLP. El proceso gradual por el que la reiteracion
de la MCP produce los cambios neurales que originan la MLP se denomina consolidacion de
la memoria (Morgado, 2005), es decir, es un proceso mediante el cual un recuerdo temporal
y labil se transforma en una forma mas estable y duradera. Este término se propuso por
primera vez en 1900 (Muller & Pilzecker, 1900; Lechner et al., 1999) para hacer referencia a
que lo aprendido continta siendo vulnerable a la interferencia durante un periodo de tiempo
después del aprendizaje; y la estructura cerebral que es de fundamental importancia, es el
hipocampo como ya se ha mencionado anteriormente (Ortega-Loubon y Franco, 2010).

Tanto la MCP como MLP implican cambios en la fuerza de las conexiones en diversos sitios
sindpticos, incluyendo conexiones sinapticas entre neuronas sensoriales y motoras. En los
dos, el aumento de la fuerza de la conexion sinaptica es debido al aumento de la liberacion
de neurotransmisores, sobre todo uno en comun, la serotonina. Finalmente, los circuitos
intracelulares de segundos mensajeros, (adenosina monofosfato ciclico) AMPc y (proteina
cinasa A) PKA, se activan en ambos tipos de procesos. Sin embargo, para que el aprendizaje
se sostenga a largo plazo se requieren procesos adicionales; para que la informacion se
almacene de manera permanente es necesaria la consolidacibn como ya se mencioné, e
implica tres procesos: expresion de genes, sintesis de nuevas proteinas y aumento o poda
de conexiones sinapticas. Esta es la diferencia principal entre la MCP y MLP (Ortega-Loubon
y Franco, 2010).

4.1 Hipocampo y receptores NMDA involucrados en el aprendizaje y memoria

El hipocampo es la principal region del cerebro involucrada en la adquisicion y consolidacion
de la memoria explicita; es una lamina curvada de corteza que esta plegada en la superficie
media y basal del I6bulo temporal (Squire & Wixted, 2011; Murphy, 2013). Se ha identificado
en muchas especies incluyendo mamiferos, aves, reptiles y peces teledsteos. La evidencia
neurobiolégica y funcional sugiere fuertemente que el hipocampo es una estructura homéloga
a través de las especies; asi en los mamiferos esta notablemente conservada tanto en los
seres humanos, primates, cerdos y roedores. Este es critico para la memoria espacial en
ratas, primates y seres humanos (Aguirre, 2015). Se ha sugerido que se ve particularmente
afectado por la intoxicacion por Pb?*, donde hay disminucién de los niveles de éxido nitrico
(Sun et al., 2005), alteracién en la fosforilacion de proteinas, asi como deterioro en la
transmisibn de la sinapsis glutamatérgica; cabe resaltar que el glutamato es el
neurotransmisor excitatorio mas abundante en el cerebro (Neal & Guilarte, 2010).

El principal mecanismo neurofisiol6gico dentro del hipocampo que es responsable de la
adquisiciéon de nuevos recuerdos es la potenciacion a largo plazo (LTP) (Aguirre, 2015), el
cual es un aumento duradero de la eficacia sinaptica después de breves periodos de
estimulacion de sinapsis especificas (Malenka & Nicoll, 1999; Nihei et al., 2000, 2001; Shimizu
et al., 2000). Algunas formas de LTP en el hipocampo son dependientes de la activacion de
NMDAr (Teyler & DiScenna, 1987; Madison et al., 1991; Malenka & Nicoll, 1993, 1999) donde
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LTP requiere liberacion de glutamato presinaptico y activaciéon posterior del NMDAr
postsinaptico (Massicotte & Baudry, 1991; McNaughton, 1993).

La activacion de NMDAr juegan un papel central en el desarrollo del cerebro y la plasticidad
sindptica, procesos implicados tanto en el aprendizaje y la memoria (Morris et al. 1982, 1986;
Malenka et al., 1999; Hansen et la., 2018) asi como en enfermedades neurodegenerativas
(Ozawa et al., 1998; Scheetz y Constantine-Paton, 1994; Hansen et al.,, 2018). Estos
receptores se encuentran en abundancia en el hipocampo y corteza cerebral (Monyer et al.,
1994; Moriyoshi et al., 1991) y permiten el ingreso de calcio extracelular al interior de la
neurona postsinptica. Los NMDAr sinapticos median la proteina de unién al elemento de
respuesta de AMPc (CREB) y la activacion de cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK), la plasticidad sinaptica y las vias de supervivencia. Por otro lado, los receptores extra-
sindpticos estan asociados con una via de cierre de CREB, inactivacion de ERK e induccion
de vias de muerte celular (Hardingham et al., 2002; Vanhoutte & Bading, 2003; Ivanov et al.,
2006). Distintas vias de sefalizacion dependen de la composicion y/o localizacién de la
subunidad NMDAr y estas pueden ser alteradas por la intoxicacién con Pb?*, afectando
algunas vias de sefializacion rio abajo, incluidas la de proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) (Cordova et al., 2004), la actividad de calcio/calmodulina cinasa Il
(CaMKIl) (Toscano et al., 2005), de la proteina cinasa C (PKC) (Bressler et al., 1999) y el
estado de fosforilacion de CREB vy la afinidad de unién (Toscano et al., 2002; 2003). CREB
es un factor de transcripcion para genes tempranos inmediatos (IEG) dependientes de la
actividad de NMDAr, que desempefian un papel esencial en la consolidacién de la memoria
(Athos et al., 2002) y en la propagacion de sefiales desde las sinapsis al ndcleo al vincular la
activacion de NMDAr y la sefalizaciébn dependiente de calcio a la expresion de genes
necesarios para la plasticidad sinaptica (Bredt et al., 1992). Se ha observado una expresion
alterada de IEG en animales expuestos a Pb?* (Kim et al., 2002), lo que indica que la actividad
de CREB se altera debido a la interrupcion de la sefializacion NMDAr mediada por Pb?*,
afectando la transcripcion de genes asociados con los procesos de aprendizaje, memoria y
plasticidad sinaptica.

Por lo tanto, es importante mencionar que los NMDAr son criticos para la LTP. El bloqueo
farmacoldgico de estos o la delecién de la subunidad 1 (NR1) ocasiona un deterioro sustancial
de las tareas referidas a la memoria espacial. Los ratones knockout para NR1 muestran
deterioro en la LTP, encontrdndose que en el envejecimiento hay un decremento en la
expresion de ciertas subunidades de los NMDAr y sus funciones en el hipocampo (Aguirre,
2015).

Se ha estudiado que la sobreexpresion de diversas proteinas se induce por la exposicién a
Pb?" y las proteinas fosfatasas (PP) Ser/Thr son una de ellas y de las mas importantes. Se
encuentran en el cerebro de los mamiferos y han sido implicadas en el deterioro del
aprendizaje y la memoria (Lee y Silva 2009), sobre todo durante el envejecimiento (Mansuy
& Shenolikar, 2006; Knobloch et al., 2007).

La MLP implica la sintesis de proteinas, el crecimiento y la formacién de nuevas sinapsis
(Martin et al., 1997; Bozdagi et al., 2000; De Roo et al., 2008). Por el contrario, MCP implica
la modificacidn covalente de proteinas en las estructuras presinapticas o postsinapticas
(Kandel, 2001; Malinow & Malenka, 2002).
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5. Catabolismo del triptéfano a través de la via de las kinureninas

Un metabolito de suma importancia fisiologica es el acido kinurénico (KYNA), que forma parte
del catabolismo del triptéfano (Trp), ya que es un antagonista competitivo del sitio de glicina
de NMDAr y de forma no competitiva del receptor alfa-7 nicotinico de acetilcolina (a7nAChR)
(Kessler et al., 1989).

El Trp es uno de los diez amino&cidos esenciales, necesario para la sintesis de proteinas,
sirve como precursor de diversas moléculas bioldgicamente activas como la serotonina y
puede metabolizarse por diferentes vias (Kostrzewa, 2014). Las principales son la via de las
kinureninas (VK) (Stone & Darlington, 2002) y la via de la serotonina, que es mas conocida,
produce 5-hidroxitriptéfano y luego serotonina, y esta presente en plaquetas y neuronas (Sas
et al.,, 2007). El Trp también produce melatonina, la principal hormona sintetizada en la
glandula pineal.

La VK es la ruta mas importante en mamiferos, considerando que el 95% de Trp de la dieta
se metaboliza en el higado dando lugar a la biosintesis de novo de nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD+), coenzima esencial durante la respiracion celular, fosforilacién oxidativa,
produccion de ATP y reparacion del DNA. De hecho, la sintesis de ATP y el potencial redox
son directamente proporcionales a concentraciones intracelulares de NAD+ (Ussher et al.,
2012). Los metabolitos de esta via son denominados colectivamente como kinureninas, los
cuales desempefian un papel importante en el SNC, inmunoldgico y también participan en la
fisiopatologia de un numero creciente de enfermedades neuroldgicas debido a sus
propiedades neuroactivas y redox (Ogawa et al., 1992; Hartai et al., 2005; Robotka et al.,
2008); mientras que las enzimas de esta via han sido ampliamente estudiadas en roedores y
otros mamiferos (Wolf, 1974).

El primer paso limitante de la VK en el cerebro es la degradacion enziméatica del triptéfano por
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) o triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO) para formar N-
formilkinurenina, que es convertida por la arilformamidasa en L-kinurenina (L-KYN)
(Kostrzewa, 2014). La TDO se expresa principalmente en higado, pero también en tejido
nervioso, con una alta expresion en el cerebelo y el hipocampo, seguidos del mesencéfalo
(Kanai et al., 2009). La TDO puede ser activada por varios inductores, incluidos L-KYN,
algunos aminoacidos como histidina, tirosina y fenilalanina, niveles elevados de tript6fano,
glucocorticoides, corticosteroides 0 su expresion puede ser inducida indirectamente por
inflamacién. Por otro lado, la IDO presenta una estrecha relacion con el sistema inmunoldgico;
de hecho, hay dos isoformas de la IDO descritas, IDO1 e IDO2, las cuales se expresan
principalmente en monocitos, macréfagos, células dendriticas y, en la microglia, que son los
macrofagos residentes en el cerebro (Cuartero et al., 2016). L-KYN da lugar a los diferentes
metabolitos de la via de las kinureninas a través de tres ramas: a KYNA, al acido antranilico
(ANA) y al 3-hidroxikinurenina (3-HK) para producir QUIN, un metabolito neurotoxico
(Gonzalez-Esquivel et al., 2017). En la primera rama se sintetiza KYNA a través de la
transaminacion de L-KYN, un paso catalizado por las enzimas kinurenina aminotransferasas
I-IV (KAT I-IV) (Rossi et al., 2008), las isoformas de KAT tienen diferentes propiedades
fisicoguimicas y propiedades bioquimicas (Kessler et al., 1989). La KAT Il es la principal
aminotransferasa a la que se le atribuye la sintesis de KYNA y se localiza principalmente en
los astrocitos (Du et al., 1992), el resto de las aminotransferasas estan presentes en neuronas
(Knyihar-Csillik et al., 1999). En el segundo brazo de la via, L-KYN sirve como sustrato para
la enzima kinureninasa, dando lugar al ANA; mientras que el tercer brazo comprende una
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secuencia de pasos enzimaticos que culminan en la sintesis de NAD+ y es responsable de la
formacion de compuestos con capacidad redox como la 3-HK, el &cido 3-hidroxiantranilico (3-
HANA) y el agonista para NMDAr, el acido quinolinico (QUIN). Para producir 3-HK se
involucra la accién de kinurenina 3-monooxigenasa (KMO) (Kostrzewa, 2014), KAT puede
tomar 3-HK para producir &cido xanturénico (XA). Tanto ANA como 3-HK se convierten por
kinureninasa en 3-HANA, mas tarde es degradado por el 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa
a un semialdehido inestable (2-amino-3-carboximuconato semialdehido) que se transforma
enziméaticamente mediante 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdehido descarboxilasa en
acido picolinico (PIC), o no enzimaticamente en QUIN, el cual finalmente es tomado por la
enzima quinolinato fosforribosiltransferasa (QPRTasa) para producir NAD+ (Gonzélez-
Esquivel et al., 2017).

La L-kinurenina cerebral se deriva tanto de la produccion in situ, como de fuentes periféricas
(Fukui et al.,, 1991), pero la actividad metabdlica difiere en condiciones fisiol6gicas y
patoldgicas. En condiciones fisiolégicas, esta via tiene una capacidad mucho mayor en la
periferia, mientras que, durante los procesos inflamatorios localizados en el SNC, la
produccion de L-KYN y QUIN resulta de la sintesis local en el cerebro (Kita et al., 2002). Estos
dos ultimos estan presentes en concentraciones nanomolares en el liquido cefalorraquideo
humano (LCR) (Moroni, 1999; Schwarcz & Pellicciari, 2002; Erhardt et al., 2004), mientras
gue KYNA esta en concentraciones micromolares en el tejido cerebral humano (Moroni et al.,
1988; Turski et al., 1988). KYNA y QUIN cruzan la barrera hematoencefalica en un grado
limitado, mientras que su precursor L-KYN es capaz de cruzarla facilmente (Fukui et al.,
1991).

5.1 Acido kinurénico (KYNA)

KYNA es uno de los metabolitos mas importantes de VK, su nivel en el SNC depende de la
especie, la regién estudiada y la etapa de desarrollo ontogenético. En el cerebro humano,
KYNA se produce en un rango micromolar bajo (aproximadamente 0.1-1.5 uM), que es 20 a
50 veces mayor que en el SNC de roedores (0.001-0.05 uM); en el LCR, la concentracion de
KYNA es baja (0.001-0.01 uM), pero aumenta constantemente con la edad (Ostapiuk &
Urbanska, 2022). KYNA fue inicialmente reconocido como un antagonista de amplio espectro
de los receptores ionotrépicos de glutamato, muestra la mayor afinidad por el sitio coagonista
de glicina del complejo receptor NMDA (IC50 ~8—15 uM en ausencia de glicina; ~50-200 uM
en presencia de 10 uM de glicina (Kessler et al., 1989; Weber et al., 2001). En un entorno
competitivo también bloguea los sitios de unién de agonistas de los NMDAr, acido kainico y
AMPA, aunque con menor afinidad (IC50 de 100-500 uM) (Stone et al., 2012). A pesar de la
discrepancia entre los niveles fisiol6gicos de KYNA y los niveles necesarios para interferir con
los receptores glutamatérgicos, esta bien establecido que la sintesis de este metabolito puede
aumentar localmente debido a varios factores y alcanzar facilmente la concentracion
suficiente para interactuar con los NMDAr (Urbanska et al., 2001).

KYNA atraviesa de forma limitada la BHE (Fukui et al., 1991); por lo tanto, los niveles de este
metabolito en el cerebro se determinan en gran medida mediante la sintesis local de su
bioprecursor L-KYN. En el SNC de mamiferos hay cuatro enzimas diferentes que pueden
catalizar esta transaminacion (Okuno et al., 1991; Han et al., 2009; Han et al., 2010), siendo
KAT 1l la principal isoforma tanto en humanos como en roedores (Vanderbist et al., 1996;
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Kondo et al., 1997; Sueishi et al., 2014). Sin embargo, KYNA también se puede generar a
partir de la reaccién entre el acido indol-3-pirtvico con EROs o por la interaccién de L-KYN
con radical hidroxilo y peroxinitrito (*OH y ONOO , respectivamente) (Russi et al., 1989). En
este contexto, estudios experimentales han demostraron que KYNA es capaz de atrapar *OH,
0" 2, ONOO en sistemas de quimica combinatoria para cada especie reactiva y sin tejido
biolégico (Goda et al., 1996; Hardeland et al., 1999; Lugo-Huitron et al., 2011). Estos
hallazgos fueron corroborados en ovocitos, los cuales no tienen NMDAr funcionales y carecen
de receptores nicotinicos, por lo que el efecto observado de KYNA fue Unicamente debido a
su propiedad redox. Bajo estas condiciones KYNA redujo EROs y la peroxidacion lipidica
inducida por FeSO,. Adicionalmente, el efecto redox de KYNA fue evaluado in vivo a través
de un ensayo de microdialisis, el cual demostr6 que KYNA previene la formacién in vivo de
acido 2,3-dihidroxibenzoico inducido por *OH (Lugo-Huitrén et al., 2011).

La importancia fisiologica del KYNA radica en que un moderado aumento de sus niveles
cerebrales esta asociado con dramaticos efectos en la actividad neuronal dopaminérgica,
afectando la liberacion de glutamato, norepinefrina y dopamina (Wu et al., 2007). Tanto
NMDAr como a7nAChR tienen funciones bien establecidas en la cognicién, tanto en procesos
de aprendizaje como de memoria (Wallace & Porter, 2011; Leiser et al., 2009; Yang et al.,
2013; Collingridge et al., 2013). Es importante sefialar que KYNA puede estar implicado en el
rendimiento de estos, ya que se ha vinculado con el deterioro cognitivo: la elevacion aguda
de KYNA en ratas adultas lleva a alteraciones en la memoria, aprendizaje y flexibilidad
cognitiva (Pocivavsek et al., 2016), asi como en un aumento de la ansiedad (Giorgini et al.,
2013). La aplicacion sistémica de L-KYN en los primeros afios de vida induce un aumento
transitorio en el cerebro y disminuye el comportamiento social en la edad adulta (laccarino et
al., 2013). De manera similar, la administracion de este metabolito durante la adolescencia
afecta el comportamiento social (Trecartin y Bucci 2011), miedo contextual y memoria de
reconocimiento de objetos novedosos (Akagbosu et al., 2012). En ratas adultas, los aumentos
agudos de KYNA inducidos por L-KYN interrumpen la activacién sensorial (Erhardt et al. 2004;
Nilsson et al. 2006; Shepard et al. 2003), deterioran la memoria de trabajo espacial en el
laberinto del brazo radial (Chess et al., 2007) y el condicionamiento del miedo contextual
(Chess et al., 2009). Se atribuyen deficiencias en tareas de memoria dependientes del
hipocampo como la evitacion pasiva y el laberinto acuatico de Morris en ratas adultas cuando
se alimentan a las madres con L-KYN desde el dia 15 embrionario hasta el dia 21 postnatal,
elevando las concentraciones cerebrales de KYNA en la descendencia (Alexander et al. 2013;
Pocivavsek et al., 2012). De igual forma se observan anomalias cognitivas en la descendencia
adulta correlacionadas con un aumento de los niveles de KYNA cuando la alimentacion con
kinurenina se restringe a la Ultima semana de gestacion (dias 15-22 embrionarios) (Pershing
et al., 2015; Pocivavsek et al., 2014), y una intervencién muy similar provoca disminucién de
la LTP del hipocampo en la edad adulta (Forrest et al., 2015). El area cerebral implicada
principalmente en esas alteraciones es el hipocampo, y es rico en NMDAr y a7nAChR (Ben-
Arietal., 1997; Timofeeva & Levin, 2011). Por lo tanto, una disminucién significativa de KYNA
observada en ratones knockout para KAT Il constituyen una estrategia efectiva para el declive
cognitivo, mejorando en varios parametros cognitivos como exploracién y reconocimiento de
objetos, evitacion pasiva y discriminacion espacial, asi como un aumento de LTP en el
hipocampo (Potter et al., 2010; Pocivavsek et al., 2011).

El analisis del comportamiento posterior a la manipulacién de VK en modelos animales ha
permitido establecer que esta via juega un papel clave en varios aspectos de la funcion
cognitiva (Stone & Darlington, 2013). El aumento de los niveles cerebrales de KYNA produce
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a largo plazo deterioro de diferentes dominios cognitivos que incluyen déficit de memoria
espacial (Nilsson et al., 2006; Chess et al., 2007; Akagbosu et al., 2012; Pocivavsek et al.,
2012), alteraciones en la respuesta de congelacion después del condicionamiento de miedo
contextual (Nilsson et al., 2006) o incluso déficit en la adquisicion de la tarea de
desplazamiento extradimensional (Pocivavsek et al., 2012). De lo contrario, después de
disminuir los niveles de KYNA mediante el uso de un modelo genético en el que se elimina
KAT Il, se observd una mejora del rendimiento cognitivo en tareas de comportamiento,
incluida la exploracién, reconocimiento de objetos y aprendizaje de evitacion pasiva (Potter
et al., 2010).

La elevacion cronica de KYNA oral en ratas prefiadas durante los periodos pre y postnatal
mostraron anomalias notables en el comportamiento de la progenie en edad adulta (56 DPN),
incluido un aumento de KYNA extracelular y una reduccion paralela del glutamato extracelular
tanto en la corteza prefrontal como en el hipocampo. La descendencia adulta también mostro
deficiencias conductuales en el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo y la
funcién ejecutiva mediada prefrontalmente (Alexander et al., 2013; Pocivavsek et al., 2012)
gue potencialmente pueden explicarse por el fenotipo bioquimico anormal.

Se ha demostrado en repetidas ocasiones que niveles elevados de KYNA estan asociados
con el envejecimiento, en diversos desordenes tales como la enfermedad de Huntington,
Alzheimer, el complejo demencia-SIDA, Parkinson y esquizofrenia, entre otros (Stone &
Darlington, 2002; 2013), asi como con alteraciones redox cerebrales, evidenciadas por altos
niveles de EROs, disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes y reduccion de
glutation (GSH) (Mdiller et al., 2001; Siddiqui et al., 2016). Hahn y col. (2018) identificaron
déficits en la atencion en ratas expuestas prenatalmente a niveles elevados de quinurenina,
lo que tiene una sorprendente similitud con los déficits de seguimiento descritos en la
esquizofrenia. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la desregulacién de la VK esta
causalmente relacionada con un fenotipo cognitivo asociado con este trastorno y que puede
explicar otros.

Varios estudios han sugerido que la VK y formacion de KYNA son nuevos blancos
moleculares que contribuyen a las alteraciones del suefio y cognitivas: Pocivavsek (2017) y
Baratta y col. (2018) sugieren una interaccion entre los niveles de KYNA cerebral, el suefio y
la funcion cognitiva, ya que la nocion de que el suefio apoya criticamente la consolidacion de
una memoria dependiente del hipocampo es consistente con informes previos que han
investigado el impacto del suefio en la consolidacion de la memoria en roedores (Meyer et
al., 1995; Pendyala & Creaven, 1995; Noszal et al., 2000; Arfsten et al., 2004; Arfsten et al.,
2007; Naggy, 2013). En este sentido hay estudios en los que se determiné una elevacion
significativa en los niveles cerebrales de KYNA después de la privacion aguda del suefio en
ratas macho (Baratta et al., 2018); y también existe un deterioro en el hipocampo y la memoria
dependiente de la corteza prefrontal después de la elevacién prenatal de KYNA en ratas
adultas macho (56-85 DPN) (Buck et al., 2020).

Estos hallazgos destacan importantes diferencias en la susceptibilidad a los insultos en la
vida temprana y confirman un vinculo entre KYNA vy el déficit cognitivo. EI aumento de los
niveles de KYNA durante los periodos criticos del neurodesarrollo esta asociado con cambios
cognitivos relevantes a largo plazo, asi como a diversas enfermedades y trastornos
psiquiatricos (Notarangelo & Pocivavsek, 2017). Las investigaciones en curso contindan
utilizando varios enfoques farmacolégicos para atenuar el déficit cognitivo en ratas al interferir
con la sintesis o funcién de novo de KYNA (Buck et al., 2020).
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Dado que tanto las enzimas como los metabolitos de VK estan involucrados en las reacciones
redox, una alteracibn en estas puede conducir a un cambio en el proceso celular y
posteriormente a la muerte celular, e incluso puede desencadenar trastornos
neurodegenerativos y dafio cerebral agudo. Esto implica que los metabolitos de VK pueden
ser nuevos blancos terapéuticos para ofrecer una mejor calidad de vida, ya que parecen ser
potentes reguladores del microambiente celular (Gonzalez-Esquivel et al., 2017). En este
sentido, recientemente se demostro que la N-acetilcisteina es capaz de modular la produccion
de KYNA, tanto por la via candnica como por la via alterna de produccién (Blanco-Ayala et
al., 2021).

5.2 N-Acetilcisteina

N-acetilcisteina (NAC) es un derivado acetilado del aminoacido L-cisteina (Samuni et al.,
2013; Bavarsad Shabhripour et al., 2014; Ooi et al., 2018). Se ha utilizado en la practica clinica
desde mediados de la década de 1950, principalmente en aquellas enfermedades asociadas
con la hipersecrecion de moco, por ejemplo, bronquitis crénica y fibrosis quistica y desde
mediados de la década de 1970 como el medicamento de eleccién para el tratamiento de la
intoxicacién por paracetamol. En particular, la accion mucolitica se debe a la capacidad de
NAC para romper los puentes disulfuro en las glicoproteinas de alto peso molecular del moco,
lo que resulta en reduccion de la viscosidad (Balsamo et al., 2010). Asimismo, se ha utilizado
como tratamiento de numerosos trastornos como toxicidad inducida por quimioterapia,
VIH/SIDA, toxicidad por metales pesados y trastornos psiquiatricos incluyendo esquizofrenia,
trastorno bipolar y adiccidn. Esta disponible farmacéuticamente por via intravenosa, oral o por
inhalacién como suplemento nutricional con propiedades antioxidantes y es de venta libre
(Berk et al., 2013).

Aunque varios estudios in vivo han encontrado que la NAC previene o inhibe
significativamente el estrés oxidante en determinadas condiciones, todavia no se conoce un
mecanismo molecular claro a través del cual NAC ejerce esta actividad. Sin embargo, esta
puede estar relacionada con al menos tres mecanismos diferentes: a) su efecto antioxidante
directo sobre determinadas especies oxidantes; b) su efecto antioxidante indirecto como
resultado de la capacidad de NAC para actuar como un precursor de Cys, que es un bloque
de construccién y el paso limitante de la velocidad en la sintesis de GSH, siendo un
antioxidante directo bien conocido y sustrato de varias enzimas antioxidantes; y c) su efecto
de ruptura sobre los grupos disulfuro y la capacidad de restaurar los depésitos de tiol, que a
su vez regulan el estado redox (Aldini et al., 2018).

Otra de las propiedades de NAC es que muestra un efecto prooxidante; por ejemplo, mejora
la citotoxicidad inducida por fisetina que es un flavonoide, mediante la induccién de apoptosis
independiente de EROs en células de cancer de colon humano, un efecto que se consideré
de interés en el tratamiento de esta enfermedad (Wu et al., 2014). Este efecto también se
demostr6 en presencia de iones de metales de transicion como Cu?* (Zheng et al., 2010) o
de vitamina B12 (Zheng & Shetty, 2000). Sin embargo, es importante sefialar que es poco
probable que el efecto prooxidante se lleve a cabo en condiciones in vivo, ya que se encontrd
gue ocurre bajo ciertas condiciones de reaccién como la presencia de iones de metales de
transicion y altas concentraciones de NAC (Aldini et al., 2018).
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5.2.1 Efecto de NAC en los niveles de GSH

El glutatién es un tripéptido (y-I-glutamil-I-cisteinilglicina, GSH) sintetizado y mantenido a altas
concentraciones (mM) en las células (Meister & Anderson, 1983) y sirve como sustrato o
cofactor de una gran cantidad de enzimas celulares como la GR, glutaredoxina (Grx), GPx,
peroxirredoxina (Prx), glioxalasas 1y 2, glutation transferasa y MAPEG (proteinas asociadas
a la membrana en el metabolismo de eicosanoides y glutation). EI GSH participa ampliamente
en la eliminacion celular de H, 0, y de otros hidroperéxidos (Deponte, 2013). La disminucion
de los niveles de GSH se asocia con las caracteristicas comunes del envejecimiento, asi
como con una amplia gama de afecciones patologicas, incluidos los trastornos
neurodegenerativos. En particular, la deplecion de GSH y/o las alteraciones en su
metabolismo parecen ser cruciales en la aparicion de la enfermedad de Parkinson (Homma,
2015; Morris et al., 2014), autismo, esquizofrenia, trastorno bipolar y enfermedad de
Alzheimer (Gu et al., 2015).

Cuando una condicién oxidante o exposicidbn xenobibética amenaza los niveles basales
celulares de GSH, es pertinente pensar en una intervencion terapéutica; por lo que NAC es
ideal para aumentar los niveles de GSH. Como ya se menciond, NAC es un precursor de Cys,
el factor limitante en la biosintesis de GSH celular (Anders & Dekant, 1994).

NAC tiene una toxicidad baja y su biodisponibilidad relativamente baja (4-10%) se asocia con
su N-desacetilacion en la mucosa intestinal y el metabolismo de primer paso en el higado. El
plasma es un medio bastante prooxidante y, por lo tanto, las reacciones de intercambio redox
entre las proteinas NAC, cistina y cisteina en el plasma producen NAC-cisteina, NAC-NAC y
cisteina. Este ultimo puede atravesar la membrana de las células epiteliales y mantener la
sintesis de GSH, que es la fuente de reserva de tiol en el cuerpo y un importante antioxidante
involucrado en numerosos procesos fisioldgicos (Giustarini et al., 2012).

La evidencia basada en estudios de investigacion preclinica sugiere que NAC puede modular
los procesos fisiopatoldgicos que estan involucrados en mdltiples trastornos psiquiatricos y
neurologicos, que incluyen estrés oxidante, neurogénesis y apoptosis, disfuncion
mitocondrial, neuroinflamacion y desregulacion de los sistemas neurotransmisores de
glutamato y dopamina. Presuntamente NAC influye en la neurotransmisién glutamatérgica
(Olive et al., 2012) y proporciona beneficios cognitivos en animales de experimentacion (Farr
et al., 2003; Marie et al.,, 2018). Debido a su biodisponibilidad oral y excelente perfil de
seguridad (Sheffner et al., 1966; Samuni et al., 2013; Deepmala et al., 2015), NAC se ha
utilizado ampliamente en humanos, especialmente en los esfuerzos por mejorar los déficits
cognitivos en diversas enfermedades psiquiatricas y neurologicas (Skvarc et al., 2017). En la
mayoria de estos estudios, la mejora de las deficiencias neurocognitivas se atribuy6 al hecho
de que su producto de desacetilacion L-cisteina sirve como bioprecursor del antioxidante
glutation (GSH), que a su vez conduce a una mayor liberacion de glutamato (Rushworth y
Megson, 2014; Steullet y col., 2016; Klauser y col., 2018; McQueen et al., 2018).

Ademas de sus usos clinicos, en los ultimos afios NAC ha sido cada vez mas utilizado como
herramienta para la investigacién basica, particularmente en estudios de bases moleculares
y aspectos celulares de la regulacion de apoptosis y transcripcion de genes (Aldini et al.,
2018).
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ANTECEDENTES

En experimentos previos de nuestro equipo de trabajo se demostré que ratones intoxicados
con Pb?" durante el periodo de lactancia presentan alteraciones en el ambiente redox,
disfuncion celular, muerte neuronal y aumento de niveles de metabolitos de la VK como KYNA
y 3-HK. Asimismo, mediante la prueba conductual de ubicacion de alimento enterrado se
observo que no sufren alteracion en el aprendizaje al momento de realizar una tarea, pero si
hay un deterioro cognitivo al verse afectada la consolidacion de la memoria a largo plazo, lo
cual se correlacion6 con los niveles cerebrales de KYNA. Estos hallazgos previos sugieren
que un aumento en los niveles de este metabolito podria ser un mecanismo por el cual el Pb?
induce un deterioro cognitivo en ratones adultos (Ramirez et al., 2020).

Considerando estos antecedentes, nuestra propuesta es que el Pb?* al estar alterando el
estado redox celular favorece la degradacién del triptéfano a través de la VK, lo cual promueve
la sintesis de KYNA tanto por la via candnica como por la via no canénica, participando en el
deterioro cognitivo observado por la intoxicacion con este metal. Por lo tanto, la modulaciéon
de la via representa un blanco potencial para mejorar la disfuncién cognitiva inducida por esta
intoxicacién, en especial durante etapas tempranas del neurodesarrollo. Dado que
recientemente se identific6 que NAC es capaz de reducir los niveles cerebrales de KYNA a
través de la inhibiciéon de la KAT IlI, asi como por la mejora en el ambiente redox, nuestra
pregunta de investigacion fue:

¢, Qué efecto cognitivo tendra la modulacion de los niveles de KYNA a través de la
administracion de NAC en roedores adultos intoxicados con plomo durante la lactancia?

HIPOTESIS

Si el acido kinurénico es un factor causal del deterioro cognitivo inducido por la intoxicacion
de plomo durante la lactancia, entonces su modulacién a través de la coadministracién de N-
acetilcisteina mostrard una atenuacion en las alteraciones cognitivas evaluados en la etapa
joven-adulta de estos roedores.

OBJETIVOS

e Evaluar el efecto de la coadministracién de NAC en la memoria a corto y largo plazo a
través de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso en roedores adultos
intoxicados con plomo durante la lactancia.

e Evaluar el efecto de la coadministracion de NAC en la memoria de trabajo y a largo plazo
a través de la prueba de ubicacién de alimento enterrado en roedores adultos intoxicados
con plomo durante la lactancia.

e Evaluar el efecto de la administracién de N-acetilcisteina en el catabolismo del triptéfano
en de roedores adultos intoxicados con plomo durante la lactancia.

e Evaluar el efecto de la coadministracion de N-acetilcisteina en el perfil redox de roedores
adultos intoxicados con plomo durante la lactancia.
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METODOLOGIA

1. Animales

Se usaron ratones de la cepa C57, obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez (Ciudad de México). Antes de ser usados para los
experimentos, se alojaron 6 animales por caja (NOM-062-Z00-1999), en cajas de acrilico y
en condiciones constantes de dieta de roedor comercial estandar y agua ad libitum (Walf &
Frye, 2007). Se mantuvieron bajo condiciones constantes de temperatura (25 = 3°C),
humedad (50 + 10%) y de iluminacion (ciclos de 12 h de luz/oscuridad). Todos los
procedimientos con animales se realizaron de acuerdo a la Guia para el Cuidado y uso de
Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud y las normas locales sobre el
uso ético de los animales de la Secretaria de Salud de México. Durante las disecciones, se
realizaron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales.

1.1 Formacion de grupos

Se formaron 4 grupos experimentales, cada uno con una n de 8-10 animales, teniendo un
total de 38 ratones:

Lactancia n
(desde el dia 0 hasta el dia 23
postnatal)

Control n=8
- Agua de la llave y pellets de
dieta normal

Intoxicacion con plomo n=10

- Agua de bebida con acetato
de plomo 500 ppm

N-acetilcisteina n=10
- Pellets con 350 mg de
NAC/dia
Plomo + N-acetilcisteina n=10

- Agua de bebida con acetato
de plomo 500 ppm + Pellets
con 350 mg de NAC/dia

Las madres y sus crias se dividieron aleatoriamente en 4 grupos: 1) control, recibié agua
potable normal (Sharifi et al., 2010; Gaspar & Cordellini, 2014); 2) Pb?*, recibié 500 ppm de
acetato de plomo (AcPb) en agua potable; 3) NAC, recibié 350 mg/dia de N-acetil-L-cisteina
en el alimento y 4) Pb?* + NAC, recibié 500 ppm de AcPb en el agua de bebida y 350 mg/dia
de NAC en el alimento. El periodo de tratamiento fue de 0 a 23 PND. Al destete, los
tratamientos se retiraron y se reemplazaron con agua potable normal y dieta de roedor
comercial.
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Al cumplir los dos meses de edad, todos los grupos fueron sometidos a pruebas conductuales.
Mas tarde, los roedores se sacrificaron por decapitacion y se obtuvo cerebro, higado y rifién
con la finalidad de evaluar el impacto de esta intoxicacion en el catabolismo del triptéfano
(Ramirez et al., 2020).

EVALUACION CONDUCTUAL

2.1 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso (RON)

Berlyne (1950) establecié un fendmeno de comportamiento en roedores que denominaron
preferencia por la novedad. Este fendmeno alude a la tendencia no aprendida de los animales
a preferir y explorar objetos novedosos en comparacion con objetos familiares. Una version
modificada de este paradigma fue desarrollada por Ennaceur & Delacour (1988), que permite
evaluar la memoria de reconocimiento de objetos en roedores. Este tipo de memaoria se ha
definido como la capacidad para discriminar la familiaridad de las cosas previamente
encontradas en el ambiente (Cassaday & Rawlins, 1997; Mumby, 2001) y ha sido reconocida
por diversos autores como un tipo de memoria episddica, en la medida en que los organismos
(incluyendo animales no humanos) son capaces de identificar relaciones temporales
(cuando), estimulantes (qué) y espaciales (donde), que les permiten formar un sistema de
memoria integrado relacionado con un evento especifico (Aggleton & Brown, 1999; Kart-Teke
et al., 2006).

Esta prueba se realizé en una caja de acrilico transparente (42 cm x 42 cm x 36 c¢cm) forrada
con papel blanco y con una cama de aserrin de 2 cm aprox. Consisti6 de dos fases:
entrenamiento y prueba. Previo al entrenamiento se habittan los individuos a la caja durante
dos dias consecutivos: se coloc6 al ratdén de frente hacia una de las caras de la caja, la cual
no tenia ningln objeto en su interior y se dejo explorar durante 10 min.

En el dia del entrenamiento se colocaron dos objetos iguales (A, A’) (Fig. 1A) con medidas de
8 cm de alto a una distancia de 15 cm entre si, el ratdn se colocd de espalda a estos y se
dejé explorar durante 5 min. Entre cada animal se limpiaron las paredes de la caja y los
objetos con alcohol al 10%, se removié el aserrin de la arena para evitar sefiales olfativas
dejadas por los sujetos experimentales. La fase de prueba para evaluar MCP se realiz6 dos
horas mas tarde, se cambié el objeto A’ por uno nuevo (B) (Fig. 1B) y se realizé el mismo
procedimiento que el ensayo anterior. Después de un intervalo de retencion de 24 horas y
para evaluar memoria a largo plazo, los ratones se colocaron de nuevo en la caja y uno de
los objetos conocidos (B) fue reemplazado por uno nuevo (C) (Fig. 1C) donde exploraron
durante 5 min. Los objetos fueron colocados en distinta posicion al azar para cada sujeto.
Todos los ensayos fueron grabados para poder analizarlos con el programa Solomon Coder.
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Figura 1. Prueba de reconocimiento de objeto novedoso (RON). A) Fase de entrenamiento; B) Fase
de prueba para evaluacién de MCP dos horas después; C) Fase de prueba para evaluacién de MLP
24 horas mas tarde.

2.2 Prueba de ubicacién de alimento enterrado

La prueba de ubicacién de alimento enterrado es una adaptacion del modelo descrito por
Lehmkuhl y col. (2014) para la evaluacion de la disfuncion olfatoria, la cual se ha relacionado
con distintas enfermedades tales como Parkinson y Alzheimer.

Se empled una caja cuadrada de acrilico de 42 cm x 30 cm con 2 cm de aserrin y en cada
cara interna se coloco una pista de 8 cm x 8 cm. Para la habituacion de los ratones al alimento
se les proporcionaron pequefos pedazos de “aros de cereales de maiz, trigo y avena con
sabores naturales de frutas”, siete dias anteriores a la prueba en su propia caja, una vez al
dia, verificando que los consumieran al momento. Semanas previas este cereal se eligid entre
varios alimentos azucarados gque se ha demostrado con estudios anteriores que les interesan
a los roedores y es un estimulo para realizar alguna tarea; dicho cereal tiene presentacién en
diversos sabores y colores; sin embargo, el que preferentemente consumieron fue el sabor
uva. Asimismo, se les habitué a la caja dos dias antes de la prueba: se colocé al ratén dentro
de esta partiendo de la esquina del cuadrante opuesto (respecto al objetivo) y se dejo explorar
durante un tiempo de 10 min.

Los individuos permanecieron 24 horas en ayuno antes de realizar la prueba. En el primer dia
se llevaron a cabo 6 ensayos consecutivos con 3 min de descanso entre uno y otro, en los
cuales se entren6 a cada individuo para que encontrara el cereal partiendo en cada ensayo
de una esquina distinta de la caja, omitiendo donde se encontraba el cereal. El cereal se
enterré a 1 cm aprox. de profundidad y a 5 cm de la esquina del cuadrante objetivo. También
se incluy6 un ensayo cero donde se colocé el alimento en la superficie para que el individuo
lo localizara por primera vez (Fig. 2%). En cada ensayo se toma el tiempo que cada individuo
tardo en encontrar el cereal y se permitié roer durante 8-10 s.

La MLP fue evaluada 24 horas después, se colocd nuevamente al individuo dentro de la caja
durante 3 min, pero esta vez sin alimento, con el fin de medir el tiempo que tardé en llegar al
sitio objetivo y la distancia recorrida, respectivamente (Fig. 2B). Todos los ensayos fueron
grabados para poder analizarlos con el programa ImageJ.
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Figura 2. Prueba de ubicacion de alimento enterrado. A) Habituacion al alimento 7 dias previos a la
prueba. B) Habituacién a la caja de acrilico 24 y 48 hrs previas a la prueba. C) Fase de adquisicién: en
el ensayo 0 el pellet azucarado permaneci6 en la superficie y posteriormente se enterré 1 cm aprox.
debajo del aserrin. D) Fase de prueba para evaluacion de memoria a largo plazo (MLP) 24 hrs después
sin el aro de cereal, tomando en cuenta el tiempo y distancia que tardé el individuo en llegar al sitio
objetivo.

3. Cuantificaciéon de niveles de GSHy GSSG

Inmediatamente, después del término de las pruebas conductuales, los ratones fueron
sacrificados por decapitacién. Los cerebros se extrajeron rapidamente en hielo. El tejido
cerebral (20 mg) se trat6 inmediatamente para cuantificar los niveles de GSH, el tejido
restante se congel6 para su posterior analisis.

Para la determinacion de los niveles de GSH, el tejido cerebral se homogeneizé (1:10, p/v)
en buffer A (154 mM KCI, 5 mM &cido dietilentriaminopentaacético, (DTPA) y 0.1 M buffer
fosfato de potasio, pH 6.8. Posteriormente, se adiciond el buffer frio B (10 mM DTPA, 20 mM
acido ascorbico) y se afadié 40 mM HCI y &cido tricloroacético al 10% (buffer A 1:1). Los
homogeneizados se centrifugaron a 14,000 x g durante 10 min y los sobrenadantes se filtraron
(0.22 um). Para cuantificar los niveles de GSSG se realizaron pasos adicionales: 1)
neutralizacion de GSH mezclando sobrenadantes con NEM (7.5 mM) y 2) los niveles de
GSSG se redujeron a GSH con 100 mM de hidrosulfito de sodio, y finalmente, se detectd
GSSG como GSH para su cuantificacion como isoindol al agregar OPA. El producto final se
cuantificéd fluorométricamente con una excitacion de 370 nm y una emisiéon de 420 nm en un
espectrofotdmetro lector de microplacas Synergy™ HTX (Biotek Instruments). Los niveles de
GSH y GSSG se expresaron como nhmoles/g de tejido (Senft et al., 2000).

4. Actividad de KAT Il y niveles de KYNA

Para la determinacion de la actividad de KAT Il, los tejidos cerebrales se pesaron y
homogeneizaron (1:10, p/v) mediante sonicacion (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT,
EE.UU.) en buffer Krebs pH 7.4 (19 mM NacCl, 5 mM KClI, 2 mM CacCl,, 1.2 mM MgS0,, 5 mM
glucosa, 13 mM NaH,P0O, y 3 mM NaH,P0,). Los tejidos se diluyeron 1:2 (v/v) en Tris-acetato
5 mM (pH 8.0) que contenia piridoxal-5’-fosfato (50 uM) y 2-mercaptoetanol (10 mM). Se
incubaron 100 L del homogeneizado durante 1 hora a 37 °C con L-Kyn (concentracion final:
100 uM) en Tris-acetato (150 mM, pH 7.4) que contenia piruvato (1 mM) y piridoxal-5’-fosfato
(80 uM) en un volumen total de 200 pL. Posterior al tiempo de incubacion, la reaccién se
detuvo por la adicion de 50 pl de &cido tricloroacético (TCA) al 50% (p/v) y 1 mL de HCI 0.1
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M. Se inyectaron 50 pL de la solucion a una columna de fase inversa C18 de 3 um (ZORBAX
Eclipse XDB 5 um, 4.6 x 150 mm; Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.), y KYNA se eluyo
utilizando una fase mévil que contenia acetato de zinc 250 mM + acetato de sodio 50 Mm +
acetonitrilo al 3%, pH 6.2 a un flujo de 1 mL/min. KYNA se detecto fluorométricamente a una
longitud de onda de excitacion de 344 nm y de emision de 398 nm en un detector de
fluorescencia S200a; Perkin-Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos). El tiempo de retencién
de KYNA fue de 7 min (Blanco-Ayala et al., 2021).

Para la determinacion de los niveles de KYNA enddgenos, se descongel6 el tejido cerebral y
se homogeneiz6 en agua desionizada (1:10, p/v). Se afiadieron 30 puL de acido perclérico
(6%) a 200 yL a cada una de las muestras, se mezclaron y las proteinas precipitadas se
eliminaron por centrifugaciéon a 14,600 x g durante 10 min. Se tomaron 50 pl del sobrenadante
para analizarlo en el cromatégrafo, y se evalué KYNA como se describi6é anteriormente. Todos
los datos obtenidos fueron corregidos por proteina (Blanco-Ayala et al., 2015).

5. Determinacién de peroxidacion de lipidos (PL)

La peroxidacion de lipidos (PL) se evalué por medio de la produccion de especies reactivas
al acido tiobarbitarico (TBA-RS). El tejido cerebral de los animales se peso y luego se
homogeneizé (1:10, p/v) en Krebs buffer (pH 7.4). Se adicionarén 250 yL de TBA (100 mL:
0.375 g de acido tiobarbitarico, 15 g de TCA, 2.54 mL de HCI) con 125 pl de homogeneizado
en un volumen final de 500 pl. La muestra se puso en un bafio de ebulliciébn durante 15
minutos. Al término se colocaron las muestras en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a
12,000 x g durante 5 min a 4°C. El cromégeno MDA-TBA se determiné como un producto
colorimétrico usando un lector de microplacas multimodal Synergy™ HTX (Biotek
Instruments) a una longitud de onda de 532 nm. Los resultados se expresaron como
micromoles de MDA por mg de proteina (Pérez et al., 2010).

6. Cuantificacion de proteina por Lowry

La cuantificacion de proteina se llevo a cabo por el método de Lowry utilizando albimina de
suero bovino como estandar. Se tomaron 10 ul del homogenado y se llevé a un volumen final
de 200 pl con agua (1:20 v/v). Se le agreg6 1 ml de solucion C (Solucién A: Na,CO5; 2%, NaOH
0.4% vy tartrato de sodio 0.2% + solucién B: Cu(S0,)3 0.5% en agua). Se agité e incub6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se agregaron 100 pl de solucién de Folin al 50%
con agitacién simultanea y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente,
la absorbancia se determind a 550 nm en un lector de placas Eon (Biotek) (Lowry et al., 1951).

Estadistica

Todos los datos se expresan como media = S.E.M. (error estandar de la media). Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis con la prueba
de Dunn para comparaciones multiples por pares. Las comparaciones por pares de datos de
pruebas de reconocimiento de objeto novedoso se analizaron utilizando la prueba de los
rangos con signos de Wilcoxon. Se utilizé la correlacion de Spearman para evaluar la
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asociacion entre variables. La significacion estadistica se fijj0 en p<0.05. Todas las
estadisticas se calcularon con Graph Prism 9.1.0. (GraphPad, San Diego, California, EE.
uu.).

RESULTADOS

1.1 Efecto de la N-Acetilcisteina en las alteraciones cognitivas inducidas por la
exposicion a plomo durante el periodo de lactancia en ratones

Los ratones de 60 DPN expuestos a Pb?* durante la etapa de lactancia fueron sometidos a
dos pruebas conductuales: la primera fue la prueba de RON y la segunda la de ubicacion de
alimento enterrado. En la prueba de RON se muestran los indices de reconocimiento (IR) en
cada una de las fases para cada grupo experimental. Como se observa en la Figura 3, esta
prueba consiste en 3 fases, la primera que es de entrenamiento, memoria a corto plazo y la
memoria a largo plazo.

100=

~
al
1

Indice de Reconocimiento
N [8)]
(6)] o
[ 1

0=
AA AAN AAAAA AB AB AB AB AC AC AC AC
Entrenamiento Memoria a corto plazo Memoria a largo plazo

mm Control mm NAC mm pp?t mm NAC+PDbZ*

Figura 3. Evaluacion de las fases de familiarizaciébn, memoria a corto (MCP) y largo plazo (MLP)
después de la exposicion a Pb?* y/o NAC durante el periodo de lactancia por medio de la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso (RON). El indice de reconocimiento (tiempo de exploracién de un
objeto novedoso/tiempo de exploracién de ambos objetos x 100) se calculd para 8-10 animales por
grupo. Los datos son medias + SEM, *p < 0.05 entre los objetos nuevos y familiares para cada grupo
y fase segun la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon.
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Figura 4. Efecto de la coadministracion de NAC en las alteraciones en MCP y MLP inducidas por la
exposicién a Pb?* durante el periodo de lactancia por medio de la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso (RON) considerando el tiempo explorado en el objeto novedoso. Los datos son medias +
S.E.M. del indice de reconocimiento, de 8-10 animales por grupo, * p < 0.05 vs. control con base en la
prueba de los rangos con signos de Wilcoxon.

Los resultados obtenidos para la fase de familiarizacion (A-A’) indican que, en todos los
grupos, los roedores fueron capaces de identificar ambos objetos como iguales entre si
(Figura 3). Al evaluar la MCP, se observo que si existe diferencia significativa en los IR, es
decir, los individuos de todos los grupos fueron capaces de reconocer un objeto novedoso
(B), de uno conocido (A). Este indice hace referencia al tiempo de exploracion de cada objeto
respecto al tiempo de exploracién total, lo que indica que exploran con mayor medida el objeto
novedoso (Hammond, Tull & Stackman, 2004). Sin embargo, en la evaluacion de MLP se
observa que el grupo intoxicado con Pb?* fue el Gnico donde se invirtieron los valores de los
IR, es decir, el objeto familiar (A) fue mas explorado que el novedoso (C).

Lo anterior se corrobora en la figura 4 donde se observa que no hay diferencia significativa
entre grupos para la evaluacién de MCP, los individuos fueron capaces de discriminar entre
un objeto conocido y uno nuevo. En cambio, para la memoria a largo plazo el IR del grupo de
Pb?* fue distinto significativamente respecto a los grupos control, donde los individuos no
fueron capaces de reconocer un objeto novedoso. Cabe destacar que el grupo intoxicado con
Pb?* en coadministracion con NAC, tuvo un IR alto, indicando en primera instancia que NAC
previene las alteraciones en la consolidacién de la memoria en ratones intoxicados con este
metal, ya que son capaces de diferenciar entre un objeto conocido y uno nuevo.
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Figura 5. Efecto de la administracion de NAC después de la exposicién a Pb?* y/o NAC durante el
periodo de lactancia, mediante la prueba de ubicacion de alimento enterrado. Se evalu6 a través del
tiempo para alcanzar el objetivo (B) 24 h después de la fase de adquisicion (A) y la distancia recorrida
(C). Los datos son medias = S.E.M., de 8-10 animales por grupo. * p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001
con base en la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de Dunn para comparaciones
multiples.

Adicionalmente, se evalué el aprendizaje y la memoria a través de la segunda prueba,
denominada de ubicacion de alimento enterrado. Se observa en la figura 5A que no hubo
diferencias significativas en ningan grupo, respecto al control en cuanto al aprendizaje, es
decir, los ratones de todos los grupos fueron capaces de realizar la tarea. Sin embargo,
cuando se evalué la consolidacion de la memoria se encontré diferencia significativa en el
grupo intoxicado con Pb?* respecto al resto de los grupos, los ratones del grupo de Pb?*
tardaron aprox. 4 veces mas en llegar al sitio objetivo (Fig. 5B), respecto al control; asi como
la distancia recorrida también fue significativamente mayor en este grupo (Fig. 5C). En el
grupo de Pb?*+NAC se observa que la coadministracién con NAC previene el efecto de la
intoxicacion por Pb?*, disminuyendo tanto el tiempo en llegar como la distancia recorrida hacia
el sitio objetivo, respecto al grupo de Pb?",

1.2 Efecto de la administracion de NAC en los niveles de KYNA y actividad
enzimatica de KAT Il de ratones expuestos a Pb?" durante el periodo de lactancia

Se determinaron los niveles de KYNA vy la actividad enzimatica de KAT Il con la finalidad de
evaluar el catabolismo del triptéfano a través del brazo corto de la via de las kinureninas.

Como se puede observar en la figura 6, los niveles de KYNA en el grupo de Pb?* aumentan
significativamente respecto al grupo control; mientras que en el grupo de Pb?*+NAC hay una
reduccién de este efecto, es decir, la coadministracién con NAC podria estar atenuando el
efecto de la intoxicacion por este metal Para determinar si el efecto de NAC en los niveles de
KYNA se debia a la modulacién sobre la enzima que lo produce candnicamente, se evalué la
actividad de KAT II. Como se puede observar en la figura 7, tanto la administracion de NAC
o la exposicion a Pb?* parecen tener una tendencia a la baja no significativa en la actividad
de esta enzima. Sin embargo, al evaluar la actividad de la KAT Il (Fig. 7) en el grupo que
corresponde a la coadministracion de Pb?*+NAC se observa que esta disminuye
significativamente comparada con el grupo control.
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Figura 6. Niveles de KYNA en cerebro después de la exposicion a Pb?* y/o NAC. Los datos son medias
+ S.E.M., de 7-10 animales por grupo. *p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001 con base en la prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn para comparaciones multiples.
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Figura 7. Actividad de KAT Il en cerebro de ratones expuestos a Pb?* y/o NAC durante la lactancia.
Los datos son medias + S.E.M., de 7-10 animales por grupo. *p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001,
con base en la prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn para comparaciones
multiples.

1.3 Efecto de NAC en las alteraciones redox cerebrales inducidas por la exposicion
a Pb?* durante el periodo de lactancia

Dado que KYNA puede producirse por vias no canoénicas que involucran el estado redox
celular, se evalué la peroxidacién de lipidos y el contenido de GSH/GSSG en el tejido cerebral.
Como se observa en la Fig. 8, el Pb?* induce un ambiente prooxidante, lo cual puede
evidenciarse por un aumento en la PL, el grupo de NAC no muestra efectos en este marcador,
sin embargo, la coadministracion de Pb?*+NAC muestra una reduccion significativa con
respecto al grupo de Pb?*,
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Figura 8. Peroxidacion de lipidos en cerebro después de la exposicion a Pb?* y/o NAC. Los datos son
medias + S.E.M., de 4-5 animales por grupo. *p < 0.01, **p < 0.001 y ***p < 0.0001 con base en la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn para comparaciones multiples.

En cuanto a la relaciéon de GSH/GSSG (Fig. 9), se observa que el Pb?* induce una tendencia
no significativa respecto al control a reducir este antioxidante endégeno. El grupo de NAC no
muestra cambios con respecto al control, sin embargo, en el grupo Pb?*+NAC aumenta
significativamente esta relacion, lo que sugiere que NAC al ser precursor de GSH y frente a
un insulto, promueve su produccién para mititgar los niveles de EROs y asi atenuar el efecto
de intoxicacién por este metal.

1.5+

GSH/ GSSG

Control NAC Pb>* NAC+Pb?*

Figura 9. Niveles corticales de la relacion GSH/GSSG evaluados en todos los grupos experimentales
a los 60 DPN. Los datos son medias = S.E.M., de 4-5 animales por grupo. **p < 0.001, con base en la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn para comparaciones multiples

Con los resultados obtenidos en la prueba de alimento enterrado (tiempo y distancia) de todos
los grupos evaluados y los niveles de KYNA encontrados en el tejido cerebral se realizaron
correlaciones de Spearman. Como se observa en la figura 10, se encontraron correlaciones
positivas entre los pardmetros conductuales y los niveles de KYNA, lo que podriamos traducir
en mayores niveles de KYNA se relaciona con un mayor deterioro cognitivo.
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Figura 10. Correlacion entre la memoria a largo plazo y los niveles cerebrales de KYNA. La matriz
triangular inferior contiene el diagrama de dispersién para cada par de variables para todos los grupos.
La matriz triangular superior contiene el coeficiente de correlacién de rango de Spearman (r) y su valor
p asociado (p), de 7-10 animales por grupo.

DISCUSION

La toxicidad asociada a la exposicion a Pb?* es ampliamente conocida. Sin embargo, este
metal al no tener ninguna funcién conocida en el cuerpo humano, sus mecanismos de
interaccion bioquimicos y moleculares con el organismo estan poco estudiados. Se sabe que
el Pb?* ingresa al SNC a través del DMT1 y una vez dentro del cerebro provoca efectos
deletéreos. Se ha evidenciado que el cerebro en desarrollo es particularmente vulnerable a
este metal y cuyos efectos perduran a lo largo de la vida (Kordas, 2010). Uno de los
mecanismos mas estudiados por los que el Pb?* ejerce sus efectos tdxicos es su interaccion
con sitios estereoespecificos para cationes divalentes como Ca?*, los cuales estan asociados
a la generacién de metabolitos toxicos y con estrés oxidante (Aguilar et al., 2014; Azcona et
al., 2015). Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostro alteraciones en el catabolismo
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del triptéfano derivado de la exposicion a Pb?" durante la lactancia. Dentro de estas
alteraciones destacaron los altos niveles cerebrales de KYNA, un metabolito endégeno que
modula la neurotransmision glutamatérgica, dopaminérgica, colinérgica y gabaérgica. Cabe
resaltar que las alteraciones cognitivas derivadas de la exposicion a Pb?" durante etapas
tempranas del neurodesarrollo fueron asociadas a este metabolito del triptéfano. Con estos
resultados previos, el proposito de este estudio fue determinar el grado de participacion de
KYNA en la neurotoxicidad causada por este metal y para ello usamos como herramienta a
la NAC. La NAC, es un agente redox del cual recientemente se reportd que inhibe a la KAT Il
(enzima encargada de la produccién de KYNA en cerebro) y en consecuencia reduce los
niveles cerebrales de KYNA (Blanco-Ayala et al., 2021). Utilizando esta estrategia, pudimos
evidenciar que la administracién paralela de NAC con Pb?" previene las alteraciones
cognitivas inducidas por este metal, y esto se asocié a la modulacién en los niveles de KYNA.

Particularmente, en este estudio se llevaron a cabo dos pruebas conductuales con el fin de
evaluar tanto la memoria a corto como la de largo plazo, asi como la curva de aprendizaje en
una de ellas. En la prueba de ubicacion de alimento enterrado, los resultados corroboran lo
gue describié nuestro equipo de trabajo previamente (Ramirez et al., 2020), en donde los
ratones intoxicados con Pb?* no presentaron dificultades para realizar una tarea, es decir,
aprenden similar al grupo control; sin embargo, si sufrieron deterioro en la MLP al no recordar
la ubicacion de un sitio objetivo 24 horas después, tardando mucho mas tiempo y recorriendo
mayor distancia para llegar a dicho sitio, respecto al grupo control, es decir, se bloque6 la
consolidacion de la memoria. Sin embargo, estas alteraciones provocadas por la exposicion
a Pb?* fueron revertidas por la coadministracién de la NAC. Adicionalmente, en este estudio
se utilizé la prueba de RON para determinar las alteraciones cognitivas inducidas por Pb?*,
ya que ofrece ventajas sobre otras que también involucran objetos para evaluar la memoria
de reconocimiento, por ejemplo: no requiere ninguna motivacion externa, recompensa 0
castigo; los ratones no necesitan un entrenamiento extenso, Unicamente la habituacion a la
caja; y no generan condiciones estresantes. Aunado a que ofrece una prueba robusta de
memoria episddica en roedores (Cohen & Stackman, 2015). Al realizar esta prueba se
observé que los roedores no tratados (controles) mostraron una preferencia significativa por
los objetos nuevos durante la evaluacion de la memoria a corto plazo como era de esperarse
(Cohen & Stackman, 2015); sin embargo, no se observaron cambios significativos entre los
grupos experimentales con respecto al control. En este contexto, diversos estudios han
demostrado que el 72% de roedores sin ninguna manipulacién y sometidos a esta prueba
muestran preferencia por objetos nuevos, y este efecto muchas veces se conserva en los
roedores con lesiones en el hipocampo durante la fase de prueba, mientras que el 28%
restante informa una preferencia deficiente por objetos nuevos durante esta fase. Se ha
sugerido que esta discrepancia en el resultado de la lesion depende de la relativa integridad
de la lesién del hipocampo, lo que concuerda con nuestros resultados, en los cuales no hubo
diferencias significativas en la fase de prueba de MCP. Sin embargo, se observé un déficit en
la consolidacién de memoria en el grupo de Pb?*, ya que los ratones intoxicados no pudieron
diferenciar entre un objeto novedoso y uno conocido 24 horas después de la adquisicién y
refuerza la evidencia obtenida en la prueba de alimento enterrado.

Por otra parte, cuando se evalué el efecto de NAC en el déficit cognitivo inducido por Pb?*, a
través de la prueba de alimento enterrado, se pudo observar que no se encontraron
diferencias significativas entre grupos en cuanto al aprendizaje, pero si en el tiempo y
distancia recorrida en llegar al sitio objetivo en el grupo de Pb?+NAC respecto al grupo de
Pb?, ambos parametros disminuyeron significativamente, lo que se traduce en una
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atenuacion del déficit de la MLP. La administracion de NAC previene estas alteraciones
inducidas por Pb?*. De la misma manera, los resultados obtenidos de la prueba RON, nos
muestran que el co-tratamiento con NAC previene las alteraciones en la consolidacion de la
memoria inducidas por Pb?*. Como se ha descrito, ambas pruebas realizadas en este estudio
indican que NAC previene la inhibicién en la consolidacion de la memoria inducida por el Pb?*,
lo que sugiere que la intoxicacién con dicho metal durante la lactancia podria provocar un
dafio en el hipocampo, region cerebral involucrada de manera importante en el aprendizaje y
memoria explicita, como la espacial y episddica, evaluadas con los modelos empleados en
este estudio (Sun et al., 2005). En este contexto, en el I6bulo temporal medial hay un conjunto
de estructuras, en particular el hipocampo y las areas corticales adyacentes que incluyen la
corteza entorrinal, perirrinal y parahipocampal que estan involucradas en la memoria explicita.
Estas estructuras estan altamente integradas, pero mientras que la corteza perirrinal parece
estar involucrada en el reconocimiento de objetos después de intervalos de retencién cortos,
el hipocampo es responsable del reconocimiento de objetos a largo plazo. El hipocampo
recibe entradas de la corteza perirrinal, que a su vez es el sitio de varias entradas de
informacion como estimulos visuales, olfativos y somatosensoriales, todos ellos necesarios
para el reconocimiento de objetos por lo que juega un papel importante, especialmente
cuando la informacion espacial o contextual es un factor relevante (Antunes & Biala, 2012).
Nuestros resultados son acordes con diversos estudios que indican que la inactivacion
temporal del hipocampo en roedores afecta la memoria de reconocimiento de objetos. En esta
linea, Hammond y col. (2004) informaron que la microinfusién intrahipocampal bilateral de
lidocaina antes de la sesion de muestra perjudicé la preferencia por objetos novedosos en
ratones durante una sesién de prueba 24 hrs.

En cuanto a la memoria a largo plazo, Cohen y col. (2015) examinaron seis estudios con
efectos retrogrados de las lesiones del hipocampo, de los cuales en dos de ellos se
encontraron que dicha lesion afecta la recuperacion de la memoria del objeto codificado antes
de la lesion. Estos resultados respaldan la idea de que el hipocampo es fundamental para la
codificacién y consolidacion de la memoria de objetos; la lesion posterior al entrenamiento
probablemente interrumpe los procesos de consolidacion de la memoria en curso o interfiere
con la recuperacion de esta respecto al objeto. Considerando esta informacion, y tomando en
cuenta que después de la intoxicacién con Pb?* durante la lactancia, este metal se encuentra
en grandes cantidades en el hipocampo (Ramirez, 2020; Ramirez et al., 2020) es posible que
se estén llevando a cabo estas alteraciones en la consolidacion.

Cabe mencionar que nosotros utilizamos un modelo experimental de intoxicacion durante
etapas tempranas del desarrollo debido a que, de acuerdo con la literatura, la poblacion
infantil es la mas vulnerable a la intoxicacion por Pb?*. Se ha documentado que existe una
correlacion negativa entre los NPS infantil y el volumen del cerebro adulto en regiones
asociadas con la funcién ejecutiva y problemas de conducta infantil (Muller et al., 2018).
Adicionalmente, se han asociado mutaciones (cisteina a tirosina en la posicién 82 (C282Y) e
histidina a 4cido aspartico en la posicién 63 (H63D)) en el gen de hemocromatosis hereditaria
(HFE) ubicado en 6p21.3 con una regulacién positiva de los transportadores de metales
divalentes y un aumento de la absorciéon de hierro en el intestino. Debido a que el Pb?*
interactla metabodlicamente con el hierro, se cree que estas mutaciones alteran los efectos
del Pb?* a través del aumento del estrés oxidante, por lo tanto, modera su efecto en la sangre
sobre los sintomas del trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH) en los nifios
(Nigg et al., 2016).
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Dado que el estrés oxidante es un factor predominante en la toxicidad inducida por el Pb?*, y
este regula diversas vias enddgenas, entre ellas la VK, ha sido de gran interés su estudio en
la participacion como mecanismo de toxicidad de este metal pesado. Previamente se
encontraron alteraciones en el catabolismo del triptéfano que correlacionaron con un deterioro
cognitivo en ratones jovenes-adultos intoxicados con Pb?* durante la lactancia (Ramirez et
al., 2020), lo que nos llevé a considerar que la modulacion de esta via, principalmente de los
niveles cerebrales de KYNA podrian atenuar el dafio inducido por Pb?*. Esta idea se deriva
de innumerables reportes en donde se ha demostrado que altos niveles de KYNA estan
asociados a distintas enfermedades neurodegenerativas y desérdenes psiquiatricos, tal es el
caso de la esquizofrenia, en la cual se ha observado elevaciones de KYNA en tejido cerebral
y liquido cefalorraquideo post mortem de personas con este padecimiento (Nilsson et al.,
2005; Sathyasaikumar et al., 2011). Lo anterior aunado a estudios preclinicos donde se
elevan de forma aguda los niveles cerebrales de KYNA respaldan la idea de que el aumento
de este metabolito puede contribuir a disfuncién cognitiva y, por lo tanto, una relevancia clinica
tanto en esquizofrenia como en otros desérdenes neurolégicos (Chess et al., 2007;
Pocivavsek et al., 2011; Pocivavsek et al., 2017).

La estrategia que seguimos para modular los niveles de KYNA fue el empleo de NAC, un
agente mucolitico que recientemente fue descrito como inhibidor de la KAT Il, enzima
encargada de la produccién de KYNA, pero ademas posee la ventaja de que es un modulador
del ambiente redox, capaz de promover un ambiente antioxidante a nivel celular. Bajo
nuestras condiciones experimentales, no se observaron cambios en la actividad de KAT Il en
el grupo de Pb?", pero si un aumento en los niveles cerebrales de KYNA, lo cual concuerda
con el estudio previo de Ramirez (2020) en que demuestran que el porcentaje de células
positivas a KAT Il incrementd con respecto al control, sugiriendo que la proporcion de
neuronas/astrocitos disminuye en el grupo con Pb?*, y siendo los astrocitos los que expresan
primordialmente KAT II, no es posible ver afectacion directa en su actividad. Sin embargo, el
hecho de que los niveles cerebrales de KYNA se vean aumentados casi al doble tras la
exposicion con Pb?*, nos sugiere que este metabolito pueda estarse formando ademas por
rutas no canonicas, es decir, ya se ha descrito que la formacion de KYNA puede favorecerse
en condiciones en donde las especies reactivas de oxigeno estén presentes (Lugo-Huitrén et
al., 2011). Estas vias alternas no candnicas involucran la interaccion quimica entre L-KYN y
especies reactivas de oxigeno (*OH y ONOO ) llevando a la produccion de KYNA (Blanco-
Ayala et al., 2015). Considerando las rutas de formacién candnicas y no candnicas de KYNA
decidimos modular su produccion con el empleo de NAC, ya que de esta manera se evitaria
la formacién de este metabolito proveniente de vias alternas o no canoénicas (Lugo-Huitron et
al., 2011), asi como de la via canénica.

Empleando NAC como estrategia experimental, encontramos que los niveles de KYNA se
atenuan significativamente comparados con el grupo de Pb?*, lo cual se relaciona con una
mejora cognitiva. Estos resultados son acordes con estudios preclinicos que han reportado
una correlacién entre los niveles reducidos de KYNA en el cerebro y mejora en el rendimiento
cognitivo (Blanco-Ayala et al., 2015). En este contexto, se observé un efecto pro-cognitivo en
ratones knock-out para KAT Il en los cuales los niveles de KYNA se ven considerablemente
reducidos. Dentro de los efectos pro-cognitivos observados en estos roedores se encuentra
un mejor rendimiento en distintos parametros conductuales (exploracién y reconocimiento de
objetos, evitaciobn pasiva y memoria espacial), asi como una mayor LTP evaluada
electrofisiolégicamente en el hipocampo (Potter et al., 2010). De la misma manera, la
reduccion farmacolégica aguda de KYNA por inhibidores selectivos de KAT Il mejora
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significativamente el rendimiento cognitivo en ratas adultas que presentan altos niveles de
KYNA en el desarrollo cerebral temprano (Pocivavsek et al., 2019).

En este estudio se determinaron los niveles de KYNA en la etapa adulta de animales
expuestos a Pb?" durante la lactancia, sin embargo, el incremento cerebral de KYNA se
observa desde tiempos tempranos de la intoxicacion (Ramirez et al., 2020). Considerando
gue las alteraciones en el catabolismo del triptéfano se dan desde el inicio de la intoxicacion
con este metal, podemos especular que KYNA puede antagonizar a NMDAr y a7nAChR
durante la etapa postnatal temprana, que impacta directamente la neurotransmision y la
formacion de redes neuronales, lo cual repercute mas tarde en las alteraciones cognitivas
gue nosotros estamos observando. Adicionalmente, el aumento de KYNA que persiste hasta
la edad adulta sugiere que KYNA puede unirse tanto al sitio co-agonista de glicina en los
receptores NMDA (Stone & Darlington, 2002) como al sitio alostérico de a7nAChR (Lopes et
al., 2007). Si bien algunos estudios ex vivo cuestionan las acciones de KYNA sobre a7nAChR
(Arnaiz-Cot et al., 2008; Mok et al., 2009; Dobelis et al., 2012 varios estudios in vivo y
electrofisiol6gicos sugieren que estos receptores son los objetivos preferenciales de KYNA
en el cerebro (Hilmas et al., 2001; Alkondon et al., 2004; Rassoulpour et al., 2005; Wu et al.,
2007; Konradsson-Geuken et al., 2010). Estos receptores son probablemente el primer sitio
de accién para el antagonismo de KYNA, y su inhibicién conduce posteriormente a una
cascada de eventos neuromoduladores in vivo. En el cerebro estan ubicados
abundantemente en las terminales presinapticas (Vizi y Lendvai, 1999), y los cambios
bidireccionales in vivo en KYNA regulan la liberacién de neurotransmisores, incluido el
glutamato (Carpenedo et al., 2001; Konradsson-Geuken et al. al., 2010; Wu et al., 2010;
Pocivavsek et al., 2011), GABA (Beggiato et al., 2013, 2014), dopamina (Rassoulpour et al.,
2005; Wu et al., 2007; Amori et al., 2009) y ACh (Zmarowski et al., 2009). En este sentido, el
bloqueo excesivo de los a7nAChR por niveles elevados de KYNA puede estar relacionado
causalmente con déficits cognitivos atribuidos a una pérdida de funcién de estos sistemas de
neurotransmisores (Gioanni et al., 1999; L6pez et al., 2001; Cao et al., 2005; Rousseau et al.,
2005; Bruno et al., 2006; Fallon et al. , 2007) que estan estrechamente regulados por los
a7nAChR que se encuentran en las interneuronas corticales, las neuronas en proyeccion y
diversas aferencias corticales (Schréder et al., 1989; Krenz et al., 2001; Dickinson et al.,
2008). La demostracién de que tanto los a7nAChR como los NMDAr extrasinapticos en el
cerebro maduro son inhibidos selectivamente por KYNA producido endégenamente respalda
la afirmacién de que la VK es un blanco potencial para la comercializacion de farmacos con
el fin de tratar patologias relacionadas con las fluctuaciones de este metabolito en el cerebro
(Alkondon et al., 2011).

De manera interesante se observo que la administracion crénica de NAC no inhibe de manera
significativa a la KAT Il, sin embargo, cuando es coadministrada con el Pb?* se observa una
inhibicion significativa de esta enzima, sugiriendo en parte que los bajos niveles encontrados
en KYNA corresponden a esta inhibicion, pero podria ser que el efecto observado se deba a
la sumatoria de efectos que se observan en los grupos NAC y Pb?* de manera independiente.
Debido a que el aumento en los niveles cerebrales de KYNA podrian deberse en parte a rutas
no canonicas que involucra la interacciéon entre L-KYN y EROs, evaluamos el ambiente redox
a través de la determinacién de GSH y los niveles de lipidos peroxidados, dado que los
efectos toxicos del Pb?* en el cerebro en desarrollo se atribuyen en parte al estrés oxidante
inducido por este metal. Cabe mencionar que el SNC es un blanco de la toxicidad inducida
por Pb? debido a que consume grandes cantidades de oxigeno para llevar a cabo sus
procesos fisiologicos, lo que conduce a una elevada generacion de radicales libres (RL)

40



(Skoczynska et al., 1993; Antonio et al., 1999; Wang et al., 2006). El escape de las EROs de
los mecanismos antioxidantes y su progresiva acumulacion desencadenan dafio estructural
a las proteinas y el DNA, entre otros efectos (Ahamed et al., 2008).

En este estudio nosotros corroboramos estudios previos, ya que observamos que hay una
disminucién de los niveles de GSH tras la intoxicaciéon con Pb?*, lo cual se relaciona con un
aumento en la cantidad de lipidos peroxidados. El agotamiento de las defensas antioxidantes
es el resultado de los efectos inhibitorios del Pb?* sobre varias enzimas, atribuido
principalmente a la alta afinidad de este metal por los grupos sulfhidrilo de CAT, SOD, entre
otras, lo que conduce a la inhibicién de sus actividades enziméaticas. A la vez, esto ocasiona
gue las células sean mas susceptibles al estrés oxidante, sobre todo en diferentes regiones
del cerebro, particularmente en el hipocampo y corteza cerebral, siendo estas las mas
vulnerables a la neurotoxicidad inducida por Pb?* (Prasanthi et al., 2010). El hipocampo
constituye Unicamente el 13.4% del peso fresco del cerebro; sin embargo, contiene
aproximadamente el 50% del Pb?* total (Fjerdingstad et al., 1974).

La mayor inhibicion en el sistema antioxidante por la intoxicacion con Pb?" se observé en
ratones 28 DPN, debido a que el Pb?* atraviesa facilmente la BHE durante el periodo de
desarrollo, por lo que los animales inmaduros acumulan mas Pb?* en el cerebro que los
adultos como consecuencia de una BHE subdesarrollada y también por una mayor absorcion
gastrointestinal. Siendo asi las primeras tres semanas de vida de los roedores el periodo de
mayor vulnerabilidad al Pb?* (Widmer et al., 1991). Esto concuerda con los resultados
obtenidos, y ademas demuestra que la administracion crénica de NAC previene estas
alteraciones redox causadas por este metal pesado, cabe mencionar que en el grupo de NAC
no se encontraron mejoras en el perfil redox; sin embargo, puede que solo prepare el
ambiente celular el cual responde a un insulto tdxico por la exposicién a Pb?*. La parte clave
de este estudio fue utilizar como herramienta farmacolégica al NAC para ver si la proteccion
ya reportada tenia que ver con la modulacion del catabolismo del Trp.

NAC es un antioxidante bien establecido como lo demuestran diversos estudios in vitro e in
vivo realizados en animales y seres humanos, actia como precursor de GSH, que a su vez
es un conocido antioxidante directo y sirve como sustrato o cofactor de un gran namero de
enzimas celulares antioxidantes, incluyendo GR, GRx, GPx, Prx, glioxalasas 1y 2 y MAPEG
(proteinas asociadas a la membrana en el metabolismo de eicosanoides y glutation)
(Deponte, 2013). Este mecanismo esta respaldado por la capacidad de NAC para reponer las
reservas de GSH agotadas (Aldini et al., 2018). Es por ello que se ha empleado para el
tratamiento de diversos trastornos psiquiatricos y neurolégicos, por la asociacién del estrés
oxidante con estas afecciones (Minarini et al., 2017); por ejemplo: en la enfermedad de
Alzheimer se asoci6 con mejoras en las habilidades verbales y las tareas cognitivas de control
ejecutivo en comparacién con los controles (Adair et al., 2001). La administracion de NAC
después de una lesion cerebral traumatica por explosion se asocié con una mejor funcion
ejecutiva en comparacion con la observada para los controles (Hoffer et al., 2013).

Los efectos clinicos favorables de NAC se atribuyen a que es precursor de GSH, ya que
favorece su formacion. En nuestro caso en particular, la administracion crénica de NAC no
aumento los niveles de GSH con respecto al grupo control, ni tampoco redujo la peroxidacion
basal, sin embargo, cuando se da a la par del Pb?* se observa un aumento de GSH, lo que
sugiere que, ante un insulto, en este caso, un metal pesado, NAC induce a una mayor
produccion de GSH, atenuando el ambiente oxidante a causa de la intoxicacion. Esto se ha
observado in vivo, ya que NAC tiene el efecto para mejorar el contenido de GSH en tejidos
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en diversos modelos animales tanto en condiciones fisiologicas como patolégicas. El
tratamiento con NAC aumenté el contenido de GSH y la proporcién de GSH a GSSG en el
higado de lechones lactantes con dafio hepatico (Zhang et al., 2018). En un modelo de estrés
oxidante inducido por paraquat en ratones, el agotamiento de GSH en el higado y el cerebro
fue contrarrestado por NAC, lo que resulté en un menor dafio oxidante (Ortiz et al., 2016).
Arfsten y col. (2007) midieron la distribucion de NAC radiomarcado y los niveles tisulares de
GSH en ratas, donde las concentraciones de GSH aumentaron un 20% en la piel y un 50%
en el higado después de una dosis de 1200 mg/kg de NAC. El efecto del tratamiento crénico
con NAC fue descrito por Arfsten y col. (2004) al cabo de 30 dias con una dosis oral de 600
0 1200 mg/kg/dia y se observo un aumento de NAC del 24-81% en rifiones y piel. De acuerdo
a estos estudios y un sinfin mas en animales, esté claro que el tratamiento con NAC oral
agudo o crénico aumenta el contenido de GSH en varios tejidos, incluidos el higado, los
rifiones, la piel y el cerebro (Aldini et al., 2018). Asimismo, algunos estudios en humanos han
encontrado que el tratamiento oral con NAC tiene el efecto de aumentar los niveles de GSH
en eritrocitos y linfocitos sanguineos. Kasperczyk y col. (2016) encontraron en trabajadores
expuestos a Pb?" los cuales recibieron 400 y 800 mg de NAC, que los niveles de GSH en
eritrocitos aumentaron significativamente en un 5%-6% respectivamente, en comparacion con
los de la linea de base.

La importancia de NAC no se debe solo a las propiedades mencionadas anteriormente, sino
a que es una molécula bastante estable y disponible comercialmente a un precio bajo (Aldini
et al., 2018). Los resultados obtenidos en este proyecto refuerzan el hecho de que KYNA es
un mecanismo de dafio adicional a los ya reportados por el cual el Pb?* ejerce sus efectos
neurotoxicos.

CONCLUSION

Este trabajo robustece la evidencia de que KYNA esta implicado en el deterioro cognitivo
inducido por plomo y que la modulacion de su formacién a través de NAC representa una
estrategia valiosa a probar en diversos padecimientos donde se encuentre como factor
fluctuaciones en los niveles de KYNA.

A pesar de que con este estudio observamos que la coadministracion de NAC previene las
alteraciones congnitivas inducidas por plomo a través de la modulacién de los niveles
cerebrales de KYNA, auln nos falta describir a detalle los mecanismos especificos por los
cuales NAC modula los niveles de este metabolito, dado que los efectos que estamos
observando son 30 dias posteriores a la administracion de NAC, lo cual podria ser un
indicativo de que NAC activé ciertos mecanismos durante su administracién que previnieron
las alteraciones cognitivas causadas por plomo que nosotros estamos observando.
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