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2. RESUMEN 

 

Varios de los metabolitos de la vía de la kinurenina (VK) han mostrado  tener  

relevancia fisiológica debido a que algunos poseen propiedades neuroactivas, pro-

oxidantes y  antioxidantes. Esta vía es responsable de la degradación del  95% del 

triptófano que se obtiene de la dieta;  en el cerebro el triptófano es captado por los 

astrocitos, macrófagos, microglia y células dendríticas, y es convertido a L-

kinurenina (L-KYN) por la enzima kinurenina formilasa  a partir de la formil 

kinurenina. La L-KYN sirve como sustrato para distintas enzimas: la kinureninasa, 

la kinurenina 3-hidroxilasa, y las kinurenina amino tranferasas (KAT’s). En reportes 

previos se ha visto que la L-KYN tiene una alta capacidad de auto oxidarse 

comparándolo con otros metabolitos de la vía, lo cual sugiere que este metabolito 

podría tener actividad atrapadora de especies reactivas del oxígeno (ERO). En 

este trabajo se evaluó la capacidad de la L-KYN para atrapar anión superoxido, 

peroxinitrito, radical hidroxilo y peróxido de hidrógeno en sistemas de química 

combinatoria. Adicionalmente, se evaluó la producción de especies reactivas del 

oxígeno (ERO) por fluorometría y citometría de flujo,  en homogéneos de cerebro 

de rata y ratones knock-out (KATII KO) y silvestres expuestos a diferentes  pro-

oxidantes FeSO4 (5 µM), 3-NP (5 mM) y ONOO- (25 µM), en presencia de L-KYN. 

Se encontró que la  L-KYN es capaz de atrapar radical hidroxilo y peroxinitrito  de 

manera eficiente en los sistemas sintéticos, pero no muestra tener capacidad de 

atrapar anión superoxido y peróxido de hidrogeno. En homogenados de cerebro 

de rata, el  FeSO4, 3-NP y ONOO- aumentaron la producción de ERO (82%, 130% 

y 200% respectivamente), dicho efecto fue atenuado por la L-KYN desde tiempos 

cortos y a bajas concentraciones. En homogenados de cerebro de ratones knock-

out y silvestres, la L-KYN previene la producción de ERO generada por los pro-

oxidantes, Los resultados sugieren que L-KYN puede ser considerado como un 

antioxidante endógeno y que dicha propiedad es independiente de su capacidad 

como precursor de KYNA. 
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3. ANTECEDENTES.  

 

3.1. VIA DE LA KINURENINA 

 

La vía de la kinurenina (VK) es la principal ruta catabólica del L-triptófano en 

mamíferos, y su principal función es la producción de nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD+) (Beadle et al., 1947). Esta vía se lleva a cabo principalmente 

en hígado, riñón y cerebro de humanos, primates no humanos, roedores y otros 

mamíferos menores (Vender, 1975; Moroni et al., 1988). Es importante mencionar 

que  los humanos y los animales no poseen una maquinaria enzimática que les 

permita sintetizar triptófano por ellos mismos, es por esto que el triptófano lo 

obtienen de la dieta en forma de proteínas. 

 

 El primer paso de la vía es romper oxidativamente la estructura de anillo del L-

triptófano, esto es controlado por dos enzimas la triptófano-2,3-dioxigenasa (TDO) 

que se localiza en el hígado (Hayashi et al., 1957) y la indoleamina-2,3-

dioxigenasa (IDO) que se lo caliza en el cerebro (Hayaishi, 1976) dicha reacción 

es dependiente de superóxido, por tanto requiere de sistemas generadores de 

este radical como son el ascorbato y la xantina-xantina-oxidasa, siendo inhibida 

por la superóxido dismutasa (Hirata y Hayaishi, 1971) y por el óxido nítrico 

(Thomas et al., 1994).  El producto de esta reacción es la N-formil kinurenina, el 

siguiente paso es la conversión de la N-formil kinurenina a L-kinurenina (L-KYN), 

que va a servir de sustrato para diferentes enzimas: la kinurenasa - que produce 

ácido antranílico (ANA), las kinureninas aminotransferasas (KAT’s)  que catalizan 

la transaminación irreversible de L-KYN a ácido kinurénico (KYNA) y la kinurenina 

3-hidroxilasa que forma 3-hidroxikinurenina (3-HK), esta última enzima es la que 

presenta la mayor afinidad por la kinurenina, lo que sugiere que bajo condiciones 

normales, es la que metaboliza la mayor parte de la kinurenina disponible (Bender 

y McCreanor, 1982). 
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El ácido 3-hidroxiantranílico (3-HA) puede formarse por dos vías, la primera  

mediante la kinureninasa, en donde una enzima piridoxal dependiente de fosfato y 

que se encuentra en el citosol  convierte a la 3-hidroxikinurenina (3-HK) a ácido 3-

hidroxiantranílico (3-HA), la otra vía es a partir del  ácido antranílico el cual puede 

ser hidroxilado por enzimas de hidroxilación microsomal no específicas y producir 

de esta manera el 3-HA.  

 

 A través de la hidroxilación de la kinurenina a 3-hidroxikinurenina (3-HK) se forma 

otro metabolito de la vía, el ácido quinolínico (QUIN). Esta reacción es llevada a 

cabo por la kinurenina hidroxilasa (Okamoto et al., 1967) y requiere de la 

presencia de NADPH como donador de un electrón.  
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Figura 1. Vía de la kinurenina (modificado de Vamos et al., 2009) 
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3.1.1. METABOLITOS DE LA VIA DE LA KINURENINA CON PROPIEDADES 

NEUROACTIVAS, PRO-OXIDANTES Y ANTIOXIDANTES 

 

Además de la importancia que tiene la VK por la degradación del triptófano, se han 

estudiado varios de sus metabolitos a los cuales se les han hallado propiedades 

que tienen repercusión en el sistema nervioso (Stone, 1993).  En primera instancia 

la 3-HK, que como se mencionó anteriormente, es un derivado directo de la KYN, 

y ha cobrado atención dentro de la VK ya que, a través de la generación de 

radicales libres, desencadena procesos neurodegenerativos (Eastman y Guiliarte, 

1989; Okuda et al., 1998), incluso se ha demostrado que puede potenciar eventos 

excitotóxicos en presencia de QUIN (Guidetti y Schwarcz, 1997). Por otro lado se 

sabe que el QUIN es un agonista de receptores glutamatérgicos tipo NMDA 

(NMDAr) y por ende es considerado un agente excitotóxico por su potencial 

neurotóxico en diferentes modelos experimentales (Lapin, 1978; Shwarcz et al., 

1983). Recientemente ha sido involucrado en diferentes procesos fisiológicos y 

patológicos en relación a la actividad del receptor, adicionalmente QUIN es capaz 

de generar un ambiente oxidante por su habilidad de acomplejarse con el Fe y 

promover la reacción de Fenton.  

 

Otro metabolito ampliamente estudiado es el KYNA, el cual funciona como 

bloqueador competitivo del sitio para glicina del NMDAr con una CE50 de ~235 µM 

(Kessler et al., 1989). También se ha demostrado que KYNA es capaz de capturar 

(ERO): Goda y colaboradores en 1996 encontraron el primer indicio de que el 

KYNA posee la capacidad  de atrapar OH● en sistemas no biológicos y más 

recientemente Lugo-Huitrón et al. (2011)  demostraron que el KYNA es capaz de 

atrapar anión superóxido, radical hidroxilo y peroxinitrito,  de manera eficiente en 

sistemas de química combinatoria y que este metabolito es capaz de disminuir la 

peroxidación de lípidos así como la formación de ERO inducida por FeSO4 en 

homogenados de cerebro de rata, esto muestra que el KYNA presenta 

propiedades antioxidantes.  
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3.2. GENERALIDADES DE LA L-KINURENINA 

 

La L-kinurenina (L-KYN)  es un di-amino ácido y es un intermediario de la vía de la 

kinurenina (Fig. 2). En el cerebro, el triptófano es captado por los astrocitos, 

macrófagos, microglia y células dendríticas, y es convertido a L-KYN (Ruddick et 

al., 2006) y la enzima encargada de su formación es la kinurenina formilasa a 

partir de la formil kinurenina (Mehler y Knox,  1950). La L-KYN sirve como sustrato 

para distintas enzimas: la kinureninasa para la formación de ANA, la kinurenina 3- 

hidroxilasa que produce 3-HK, y las KAT´s  que forman KYNA. 

 

 La L-KYN puede entrar al cerebro por un transportador de aminoácidos neutros 

(Fukui, 1991) y una vez adentro es transportado a los astrocitos y células de la 

microglia. También puede ser transportado a neuronas pero en menor cantidad, 

debido a que este transporte es más lento y depende del suministro de Na+ y se 

da por un transporte activo. 

 

La L-KYN se encuentra en el cerebro de rata en una proporción  aproximadamente 

del 5% comparado con la cantidad total de triptófano y no se encuentra 

uniformemente distribuida, se encuentra en un rango de 0.03 pmol/mg de tejido en 

el cerebelo y a 1.05 pmol/mg de tejido en el putamen (Joseph,1978; Gal y 

Sherman, 1980). Se ha estimado que cerca del 60% del total de la L-KYN que se 

encuentra en el cerebro, se obtiene a partir del plasma sanguíneo (Gal y Sherman, 

1980), esto debido a que la L-KYN puede cruzar la barrera hematoencéfalica a 

través de un transportador de  aminoácidos neutros independiente de Na+ (Smith 

et al., 1987; Fukui et al., 1988).  

 

Aunado a esto Gregory et al. (2003) encontraron que la L-KYN presenta una alta 

capacidad de auto-oxidación, esto significa que presenta una alta capacidad de 

ceder electrones de su estructura química al medio, aumentando así su estado de 

oxidación, esto debido a la presencia de un grupo amino que facilita su oxidación a 
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potenciales eléctricos altos y un grupo hidroxilo adicional que se puede reducir 

dramáticamente bajo condiciones fisiológicas de oxidación-reducción, por lo que 

concluye que los procesos de oxidación y reducción se dan lugar en el anillo 

aromático de las kinureninas y la oxidación de fenoles y anilinas se dan en el 

grupo hidroxilo o amino de la molécula.   

 

Recientemente, Silva-Adaya y colaboradores (2011) demostraron que, en un 

modelo de hemiparkinsonismo en ratas inducido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 

la administración sistémica conjunta de L-KYN y probenecid un inhibidor de 

transporte de ácidos orgánicos, protege contra los efectos de esta toxina y redujo 

el daño oxidativo causado por las características pro-oxidantes de la 6-OHDA.  

Por otro lado Carrillo-Mora y colaboradores en el 2010 encontraron una mejoría en 

la actividad locomotora y en la memoria espacial, así como una disminución en las 

alteraciones morfológicas causadas por la infusión del péptido beta amiloide en 

ratas administradas con L-KYN y probenecid. Por otro lado en un modelo de 

isquemia en gerbos, a los que se les administro L-KYN, se encontró una 

disminución en la muerte celular en el  hipocampo y aunado a esto los animales 

evidenciaron una disminución en la hipermobilidad y en  la pérdida de la memoria 

espacial (Gigler et al., 2007). En todos estos trabajos se utilizan modelos que 

producen un aumento en el daño oxidante, y el efecto neuroprotector que 

observan es atribuido a la formación de KYNA a partir de la administración de L-

KYN, por lo que los autores sugieren que este aumento en los niveles de KYNA es 

el principal responsable de dicho efecto, sin embargo no se sabe cuánto KYNA se 

forma y se desconoce si la L-KYN también podría jugar un papel neuroprotector 

reduciendo el daño oxidativo en estos modelos.   
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Figura 2. Estructura de la L- KYN  

 

3.3. LAS  KAT´S Y SU PAPEL  EN LA FORMACIÓN DE KYNA A PARTIR DE 

LA L-KYN 

 

Las kinurenina aminotransferasas (KAT) son las enzimas encargadas de la 

formación de ácido kinurénico a partir de la L-KYN. Esto se da por la 

transaminación de la L-KYN, lo cual conlleva a la formación de KYNA y es 

irreversible. Todas las enzimas que se requieren para la síntesis de KYNA están 

presentes en el cerebro (Schwarcz et al., 1990; Guidetti et al., 1995). Se ha 

encontrado una mayor cantidad de aminotransferasas  capaces de formar  KYNA 

a partir de kinurenina en órganos periféricos en comparación con el cerebro 

(Okuno y Kido, 1991), y en humanos  se han identificado tres isoformas de KAT 

(KAT I, KAT II y la KAT III), por lo que la producción de KYNA es compleja (Okuno 

et al., 1991; Guidetti et al., 1997). Las KAT’s difieren en el pH óptimo para ejercer 

su actividad, la KAT I tiene un pH óptimo de 9.5 a 10, por otro lado la KAT II 

funciona a pH fisiológico y ambas reconocen a la kinurenina (que se encuentra a 

concentraciones micromolares en el cerebro) (Schmidt et al., 1993); se sugiere 

que la KAT II es la principal enzima implicada en la formación de KYNA. 

En el cerebro, todas las enzimas de la vía de la kynurenina están principalmente 

expresadas en astrocitos  y/o células de la microglia, aparentemente los astrocitos 

no presentan la kinurenina-3-hidroxilasa que es la enzima encarga de llevar a 

cabo la formación de 3-HK a partir de la L-KYN, lo cual favorece la formación de 
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KYNA (Guillemin et al., 2001), después de que se formó el KYNA este es liberado 

del espacio extracelular por un sistema acarreador sensible al probenecid que 

transporta al KYNA fuera del cerebro (Moroni et al., 1988). 

 

3.4. LOS RATONES KNOCK OUT PARA LA KINURENINA 

AMINOTRANSFERASA II (KAT II KO) COMO MODELO DE ESTUDIO 

 

En el cerebro de ratas y humanos adultos más del  70% del KYNA es sintetizado  

por la kinurenina animotransferasas II (KATII) (Guidetti et al., 2007).   

 

Recientemente, el grupo del Dr. Schwarcz y colaboradores desarrolló un ratón 

knockout para la kinurenina aminotransfererasa II (Kat-2), enzima responsable de 

la transaminación de kinurenina a KYNA. La destrucción del gen de kat-2 en 

ratones por recombinación homóloga, indujo una reducción perinatal de KYNA en 

el cerebro de los ratones durante el primer mes de edad; sin embargo, dichos 

niveles retornaron a valores normales más tarde. En contraste, la actividad de las 

kinureninas aminotrasferasas (KAT’s) y los niveles de KYNA en hígado 

disminuyeron >90% durante toda su vida. La reducción en los niveles de KYNA 

cerebrales se acompañó por anormalidades conductuales: los ratones llegaron a 

manifestar hiperactividad y coordinación motora anormal a las 2 semanas de 

edad, pero ésta se hizo indistinguible de la actividad de los ratones silvestres a los 

30 días postnatales (Ping Yu et al., 2004). Es por esta razón que estos animales 

son una buena herramienta ya que si la KAT II no se encuentra activa la formación 

de KYNA se reducirá significativamente dado que no toda la L-KYN esta formando 

KYNA.  

 

3.5. ESTRÉS OXIDATIVO Y NITROSATIVO 

 

El estrés oxidativo se define como la producción de una serie de eventos tóxicos 

moleculares y celulares producidos por radicales derivados del oxígeno y otras 

moléculas reactivas, provocando un desbalance donde las especies reactivas 
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rebasan la capacidad antioxidante de la célula. Las ERO incluyen los radicales 

libres - que se definen como especies reactivas que poseen un electrón 

desapareado en su último orbital, tales como O2
● y OH● -, así como las especies 

no radicales, como el H2O2 y el peroxinitrito (ONOO-). Estas ERO son generadas 

normalmente por el metabolismo redox durante la reducción incompleta del 

oxígeno a agua en la cadena de transporte de electrones. Por otro lado, el estrés 

nitrosativo o nitrérgico se refiere a una serie de eventos tóxicos producidos a nivel 

molecular por radicales derivados del nitrógeno y moléculas reactivas como el 

óxido nítrico (NO) y el ONOO-. El sistema nervioso central (SNC) es 

particularmente susceptible a los efectos de las ERO/ERN debido a: 1) su elevada 

proporción de lípidos con respecto a otros órganos; 2) su alta tasa metabólica, ya 

que el metabolismo aeróbico es el principal mecanismo que provee de energía a 

las células neuronales, y dado que las neuronas poseen una amplia distribución 

de mitocondrias y que estas últimas regulan el metabolismo oxidativo y la síntesis 

de ATP, el riesgo de que se produzca de manera excesiva el O2
● es muy alto. No 

obstante, en condiciones fisiológicas, los sistemas antioxidantes endógenos son 

capaces de neutralizar o remover estas especies reactivas y 3) la restringida 

actividad de algunas enzimas antioxidantes, por ejemplo la catalasa. 

 

3.5.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO) Y NITRÓGENO (ERN) 

 

Un radical libre es una especie química que puede existir de manera 

independiente y que contiene uno o más electrones desapareados, ya sea por la 

pérdida o por la ganancia de ellos. Estos electrones desapareados modifican la 

reactividad química de átomos o moléculas y las hacen más reactivas que su 

correspondiente “no radical”. Los radicales derivados del oxígeno (Tabla 1) son los 

de mayor importancia en la clínica (Zentella y Saldaña, 1996) por ser éste 

elemento la molécula más abundante en los sistemas biológicos. Las ERO son 

intermediarios tóxicos predominantes y son responsables del estrés oxidante 

(Kehrer, 2000).  
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Radicales No radicales 

Anión superóxido (O2
●) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Radical hidroxilo (OH●) Ácido hipocloroso (HCl) 

Radical peroxilo (•OOR) Ozono (O3) 

Radical hidroxiperoxilo (•OOH) Oxígeno singulete (1O2) 

Radical alcoxilo (•OR) Peroxinitrito (ONOO-) 

 Peróxidos orgánicos (ROOH) 

Tabla 1. Especies reactivas del oxígeno. 

 

Las principales ERO son O2
●, H2O2 y OH●, y la mayor fuente de estas especies es 

la cadena respiratoria. 

 

El OH● es uno de los radicales más agresivos, ya que reacciona con cualquier 

molécula que se encuentre en las cercanías. El mecanismo principal de su 

generación en sistemas biológicos es la reacción de Haber-Weiss, catalizada por 

el hierro, hace uso de la química de Fenton (Kehrer, 2000): 

1) Fe3+ + O2
● → Fe2+ + O2  

2) Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH●
  (Reacción de Fenton) 

3) Reacción neta: O2
● + H2O2 → O2 

 + OH- + OH● 

Por otro lado, el O2
● es el radical primordial en la célula y sus fuentes de 

producción varían en la célula. La principal de éstas es la cadena de transporte de 

electrones en la mitocondria, en la que se pueden dar fugas de electrones en los 

complejos I y III. También puede generarse por el metabolismo del ácido 

araquidónico, el cual inicia cuando la fosfolipasa A2 es activada por Ca++ y libera el 

ácido araquidónico, mismo que es oxidado por la ciclooxigenasa por la adición de 

dos moléculas de O2, produciéndose así prostaglandina PGG2, la cual es 

instantáneamente peroxidada a PGH2 con la liberación simultánea de O2
●. La 

xantina oxidasa y la NADPH oxidasa son otras enzimas que lo producen como 

parte de su actividad catalítica. Alternativamente, el OH● puede formarse a partir 
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de ONOO, ya que este se protona rápidamente para formar ácido peroxinitroso 

(ONOOH), y la descomposición espontánea de éste, genera OH●. 

El estrés nitrosativo es generado por la rápida oxidación del ON. El ON puede 

reaccionar con diversas moléculas  y dar lugar a la generación de otra especie 

muy agresiva, el ONOO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vía de oxidación del ON y consecuente producción de ONOO- y estrés 

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

 

3.5.2. DAÑO OXIDATIVO EN MACROMOLÉCULAS 

 

La producción de ERO es de manera constante en la célula, y son diversos 

sistemas antioxidantes los encargados de controlar dicha producción. Sin 

embargo, una deficiencia en estos sistemas, o bien la generación excesiva de 

ERO, conlleva a dañar las moléculas más importantes de los sistemas biológicos 

como lípidos, proteínas y ADN, afectando así su estructura y función. El sistema 

nervioso es notablemente susceptible al daño a lípidos dada su gran cantidad 

presente en membranas, el efecto directo de las ERO sobre los lípidos es la 

lipoperoxidación. Los radicales OH● e hidroperoxilo (HO2•), así como el 1O2, 

pueden reaccionar con los fosfolípidos y otros componentes lipídicos de las 

membranas para formar hidroperóxidos lipídicos (Aikens y Dix, 1991; Choe et al., 
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1995; Choi y Yu, 1995; Gutteridge y Halliwell, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1984; 

Horton y Fairhurst, 1987; Niki et al., 1991; Schaich, 1992).  

 

Por otro lado las ERO, pueden dañar a las proteínas, alterando no sólo su 

estructura, sino también su función, los efectos de las ERO sobre las proteínas 

incluyen la oxidación de los residuos de aminoácidos, el rompimiento de los 

enlaces peptídicos y la agregación entre proteínas.  

 

El DNA también puede dañarse por efecto de las ERO, ya que estas especies 

reactivas reaccionan con la desoxirribosa y las bases nitrogenadas. Existen 

diversos sistemas de reparación del ADN ya que estas especies presentan niveles 

basales en la célula (Lindahl y Wood, 1999); no obstante, si las ERO se producen 

en sitios críticos o no son reparados rápidamente, puede tener consecuencias 

perjudiciales que van desde producir mutaciones hasta la apoptosis, la necrosis, e 

incluso la carcinogénesis (Klaunig et al., 1998). La producción de ERO es 

controlada en la célula por diversos sistemas antioxidantes; sin embargo, este 

equilibrio puede perderse cuando estos sistemas presentan alguna deficiencia o 

cuando la generación de ERO es excesiva, lo que conlleva a daños en las 

moléculas. 

 

3.5.3. MODELOS PRO-OXIDANTES: 3NP, ONOOˉ Y SULFATO FERROSO 

  

El 3NP es una micotoxina que causa neurotoxicidad en animales y humanos 

(Ludolph et al., 1991). El mecanismo primario de esta toxina involucra la inhibición 

de la succinato deshidrogenasa, una enzima localizada en el interior de la 

membrana mitocondrial y la cual es responsable de la oxidación del succinato a 

fumarato, llevando a la reducción de la síntesis de ATP y a la muerte neuronal, 

(Túnez et al., 2004; Coles et al., 1979). Este bloqueo en la actividad mitocondrial 

esta  asociado con la formación de ERO. La inhibición de enzimas en la cadena de 

transporte de electrones puede llevar a un incremento en la fuga de los mismos 
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desde la mitocondria y la consecuente producción de O2• −, H2O2 y •OH, lo cual 

conllevaal daño a las membranas celulares y al material genético.  

 

Por otro lado el ONOO− es particularmente efectivo oxidando moléculas 

aromáticas y compuestos organosulfurados, incluyendo aminoácidos libres y 

residuos peptídicos. En sistemas in vitro, el ONOO- es muy reactivo pues oxida de 

grupos sulfhidrilos y tioésteres, y nitra e hidroxila compuestos aromáticos 

(incluyendo la tirosina, el triptófano y la guanina). La oxidación de grupos 

sulfhidrilo es responsable de la inhibición mitocondrial, de la aconitasa citosólica y 

de otras enzimas críticas en la cadena respiratoria mitocondrial (Hausladen y 

Fridovich, 1994). La mitocondria representa un blanco preferencial de las acciones 

tóxicas del ONOO−. En experimentos iniciales (Radi et al., 1994) se demostró que 

el ONOO− afecta varios componentes de la cadena de transporte mitocondrial, de 

la síntesis de ATP y la enzima ferro-sulfurada del ciclo de Krebs, la aconitasa, 

causando así una inhibición de la respiración y una caída de la síntesis de ATP. 

Estos efectos, a su vez, tienen un impacto directo sobre la homeostasis 

mitocondrial y celular del Ca2+. Aunado a esto se  sabe que  concentraciones bajas 

de ONOO- pueden disparar la muerte celular apoptótica, mientras que altas 

concentraciones pueden llevar a necrosis (Virág et al., 2003). En reportes previos 

se ha visto en cerebros de rata tratados con ONOO-, un aumento en la formación 

de ERO, así como de la peroxidación de lípidos y la oxidación de proteínas en un 

ensayo in vitro (Manusco et al., 2012). 

 

Como ya se mencionó anteriormente el OH● es uno de los radicales más 

agresivos, ya que reacciona con cualquier molécula que se encuentre en las 

cercanías, causando gran daño a las principales biomoléculas, el mecanismo 

principal de su generación es la reacción de Fenton; el sulfato ferroso (FeSO₄) en 

estado acuoso se hidroliza, lo que genera el hierro (Fe3+) que se necesita para que 

se lleve acabo la reacción (Kehrer, 2000), por lo que la administración de FeSO₄, 

conllevara a un aumento en la producción de radical OH●. En ensayos in vitro se 

ha visto que el FeSO₄ aumenta la producción de ERO y la peroxidación de lípidos 
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(Lugo-Huitrón et al., 2011).  Por otro lado se ha visto que la presencia de FeSO₄ 

en cultivos neuronales provoca un aumento en la peroxidación de lípidos así como 

en la muerte celular (Takadera et al., 2011). 

 

4. JUSTIFICACIÓN 

 

Dado que se han realizado pocos estudios sobre las propiedades de la L-KYN y su 

papel fisiológico, independiente de su función como intermediario de la vía de la 

kinurenina para la formación de varios metabolitos, es de gran relevancia 

investigar a profundidad las propiedades de este metabolito.  Aunado a esto en 

varios modelos de diversas patologías observan neuroprotección cuando 

administran  L-KYN, sin embargo no se ha estudiado si la L-KYN pueda jugar un 

papel neuroprotector, que pueda ser a través de una posible interacción con ERO. 

 

5. HIPOTESIS 

 

Si la L-kinurenina es capaz capturar radicales libres en sistemas no biológicos, 

entonces podrá atenuar el daño oxidativo inducido por los diferentes pro-oxidantes 

como son el FeSO4, el ONOO- y el 3NP en sistemas biológicos 

independientemente de la formación de KYNA. 

 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la capacidad antioxidante de la L-kynurenina, tanto en sistemas 

sintéticos generadores de especies reactivas, como en homogenados de cerebro 

de rata y de ratones KO KAT II. 
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7. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

Evaluar la capacidad atrapadora de la L-KYN sobre O2
●, OH●, ONOO y H2O2 en 

sistemas generadores de química combinatoria. 

 

Evaluar si la L-KYN disminuye la producción de ERO inducida por FeSO4, 3NP Y 

ONOO- en homogenados de cerebro de rata. 

 

Comprobar si el efecto antioxidante de la L-KYN es independiente de la formación 

de KYNA evaluando la producción de ERO inducida por FeSO4, 3NP Y ONOO- en 

homogenados de cerebros de ratones knock-out y silvestres.  

 

 

8. MÉTODOS 

 

8.1. MATERIALES Y ANIMALES 

 

Todos los reactivos empleados se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. 

Louis, MO, EUA). Las soluciones se prepararon usando agua desionizada 

obtenida de un sistema purificador Milli-Q (Millipore). 

 

Se usaron ratas Wistar macho de entre 250 y 300 g de peso para la obtención del 

tejido cerebral. Se usaron ratones KAT II KO y silvestres de 3 semanas de edad, 

ya que es en este periodo de tiempo donde se han reportado los niveles más 

bajos de KYNA. Todos los animales se mantuvieron en cajas de acrílico, con 

acceso libre al alimento y al agua, los animales fueron alimentados con un 

producto comercial (Purina Chow) y agua. Los cuartos del bioterio se mantuvieron 

en condiciones constantes de temperatura (25±3ºC), humedad (50±10 %) y luz 

(12:12 ciclo luz:oscuridad). 
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8.2. DETERMINACIÓN DE CAPTURA DE ESPECIES REACTIVAS EN 

SISTEMAS SINTÉTICOS 

 

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

ensayos de química combinatoria sin muestra biológica. 

 

8.2.1. ENSAYO DE RADICAL HIDROXILO (OH•) 

 

Se llevó a cabo mediante el sistema Fe3+-EDTA-H2O2-desoxiribosa (Halliwell et al., 

1987; Floriano-Sánchez et al., 2006). Para el ensayo 100% (sin el compuesto a 

probar) se colocaron en tubos 200 µl de ácido ascórbico 1 mM, 200 µl de 

desoxiribosa 2.8 mM, 100 µl de H2O2 10 mM, 300 µl de amortiguador de fosfato de 

potasio 20 mM pH 7.4 y 200 µl de la solución EDTA 1.04 mM/ FeCl3 1 mM. Para el 

ensayo problema se agregaron 100 µl de L-KYN 1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM. Se 

incubaron durante una hora a 37ºC, y después se agrega 1 ml de 

TBA/HCl/TCA/DFO y se calentaron 10 minutos en Baño María a 100ºC para 

registrar las absorbencias a 532 nm. 

 

8.2.2. ENSAYO DE PEROXINITRITO (ONOO-) 

 

El ONOO- se sintetizó de la manera descrita por Floriano-Sánchez et al. (2006) 

mezclando, en baño de hielo, 5 ml de la solución de H2O2 0.7 M en HCl 0.6 M con 

5 ml de KNO2 0.6 M, y casi instantáneamente se detuvo la reacción con NaOH 1.2 

M frío. El H2O2 residual se removió usando una columna de MnO2 prelavada con 

NaOH 1.2 M durante 20 minutos. La mezcla obtenida se almacenó a -20ºC por 

una noche. Se recolectó la capa de líquido amarillo y se mantuvo a -20ºC. La 

concentración de ONOO- se determinó antes de cada experimento a 302 nm 

utilizando un coeficiente de extinción de 1.670 M-1 cm-1. La captura de ONOO- se 

midió a través de la inhibición de la formación de diclorofluoresceina (DCF) a partir 

de dicloro-dihidro-fluoresceína (DHCF). En el tubo 100 % se colocan 20 µl de 

ácido dietilenetriaminepentaacético (DTPA) 1 mM, 30 µl de DHCF 1.75 mM, 0.95 
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ml de H2O y 15 µl del ONOO- sintetizado. Al tubo problema se le agregaron 100 µl 

de L-KYN 1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM y  se registró la absorbencia a 500 nm durante 

tres minutos cada minuto.  

8.2.3. ENSAYO DE ANIÓN SUPERÓXIDO (O2
•-) 

 

La captura de O2
● se estimó mediante la generación del radical en el sistema 

descrito por Nikishikimi y colaboradores (1972), posteriormente modificado por 

Ponti et al. (1978). Brevemente, en un tubo de ensayo se mezclaron 10 µl de 

dimetil sulfóxido (DMSO), amortiguador HEPES 20 mM,  fenazina metosulfato 

(PMS) 4 µM, nitroazul de tetrazolio (NBT) 40 µM y nicotinamida adenina 

dinucleótido (NADH) 196 µM. Al final se adicionaron las diferentes 

concentraciones de  L-KYN 1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM. Una vez realizada la mezcla 

de determinó la absorbencia a 560 nm en un espectrofotómetro, cada minuto 

durante 3 minutos. 

 

8.2.4. ENSAYO DE PERÓXIDO DE HIDROGENO H2O2  

 

La captura de H2O2 se estimó mediante la generación esta especie  en el sistema 

descrito por Lee Hua y colaboradores (2001). Esta técnica se basa en la oxidación 

del ion ferroso (Fe2+) a la forma férrica (Fe3+) por el peróxido de hidrógeno, el ion 

Fe3+ se une entonces al naranja de xilenol y forma un complejo colorido con 

absorción máxima a los 560 nm. En un tubo de ensayo se mezclaron 100 µl de 

metanol, 900 μl de H2O2 y 900 μl de la solución FOX (metanol 90%; naranja de 

xilenol 100 µM; hidroxitolueno butilado 4 mM y àcido sulfúrico 25 mM)  y se 

probaron las diferentes concentraciones de  L-KYN (1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM). Una 

vez realizada la mezcla se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y se determinó la absorbencia a 560 nm en un espectrofotómetro. 
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8.3. CARACTERIZACIÓN DE RATONES KATII KO Y SILVESTRES  

 

Los genotipos determinaron por PCR empleando dos pares de oligos del gen 

mkat-2 tanto para ratones WT como mkat-2 -/-, con las secuencias (5’-3’): 

 

WT 

Oligo1: ACATGCTCGGGTTTGGAGAT 

Oligo 2: AAGCTTTGGAACTCTAGTGGG 

 

 mkat-2 -/-. 

Oligo 3: GAGACAGACGCTTGATACT 

Oligo 4: GTGGATGTGGAATGTGTGCG 

 

Para la extracción de ADN se cortaron 0.5 cm de cola a cada ratón, y se incubaron 

durante toda la noche a 55ºC en 500 μL de amortiguador de lisis que contenía Tris 

100 mM (pH 8.5), EDTA 5 mM, SDS 0.2 %, NaCl 200 mM y proteinasa K 100 

μg/ml. Tras la incubación se centrifugaron las colas a 6000 x g durante 10 min. Al 

sobrenadante se le agregaron 500 μL de isopropanol frío y se mezcló hasta 

observar el precipitado de ADN. Posteriormente se centrifugó a 6000 x g por 10 

min, desechando el sobrenadante para posteriormente resuspender en agua 

estéril. Para la reacción se cargaron 100 ng de ADN en amortiguador con MgCl y 

amonio, con cada juego de oligos (Oligos 1 con 2 y 3 con 4) 0.1 μM cada uno, 

añadiendo 0.6 U de Taq ADN polimerasa (Ampliqon, Odense, Dinamarca). Los 

parámetros de termociclado se ajustaron de la siguiente manera: 2 min a 94ºC, 

seguido de 25 ciclos de 40 seg a 94ºC, 40 seg a 58º C y 1 min a 72ºC. Al finalizar 

el ciclo de reacción, se cargaron 5 μl del amplificado en geles de agarosa al 0.8% 

con bromuro de etidio  y se corrieron durante 45 min a 50 V. Las bandas de los 

amplificados se observan entre 1.4 y 1.7 kb y se determina qué par de oligos 

amplificó la secuencia.    
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8.4. PREPARACIÓN DE HOMOGENADOS DE CEREBRO 

 

Para los homogenados se extrajeron los cerebros tanto de rata como de ratón y se 

homogenizaron 1:10 en amortiguador Krebs-Ringer (NaCl 118.5 mM, KCl  4.75 

mM, CaCl2 1.77 mM, MgSO4 1.18 mM, glucosa 5 mM, NaH2PO4 12.9 mM y 

NaHPO4 3 mM, pH 7.4). Los homogenados se obtuvieeron el día del experimento 

y se preservaron en hielo hasta su utilización. 

 

8.5. EVALUACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ERO POR FLUOROMETRÍA 

 

 La formación de ERO se detectó por fluorescencia de la diclorofluoresceina (DCF) 

(Ali et al., 1992). Para esto se incubaron las muestras de los homogenados de 

tejido de rata durante una hora en presencia o ausencia de diferentes pro-

oxidantes FeSO4 (5 µM), 3-NP (5 mM) y ONOO- (25 µM), con la presencia de L-

KYN (0.1 µM) a 37°C, en un volumen final de 1.5 mL. Después de la incubación se 

agregaron 100 µL de una solución de DCF-diacetato 75 µM y se incubó a 37° C en 

la oscuridad durante media hora; posteriormente las muestras se centrifugaron a  

6000 x g durante 10 minutos, y la señal fluorescente de la DCF de los 

sobrenadantes se determinó en un espectrómetro Perkin-Elmer LS50 con 488 nm 

de excitación y 532 de emisión. Los datos son expresados en porcentaje con 

respecto al control. 

 

8.6. EVALUACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ERO POR CITOMETRÍA DE 

FLUJO 

 

Para evaluar la formación de ERO por citometría de flujo se colocaron en un 

volumen final de 300 µl, se colocaron 100 µl de los homogenados de cerebro tanto 

de rata como de ratones KAT II KO y silvestres en presencia o ausencia de 

diferentes  pro-oxidantes FeSO4 (5 µM), 3-NP (5 mM) y ONOO- (25 µM), en  

presencia de L-KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) a 37°C, una vez que se colocaron los 

diferentes tratamientos, se agregaron 20 µL de una solución de DCF-diacetato 75 
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µM, la formación de ERO se detecto por fluorescencia de la diclorofluoresceina 

diacetato (DCF-DA) y se hicieron tres adquisiciones a los tiempos 0, 30 y 60 

minutos para cada muestra, esto para apreciar la formación de ERO en el tiempo, 

para leer la fluorescencia de las muestras se utilizó un citómetro de flujo BD 

FacsCallibur y la intensidad de fluorescencia fue detectada en el canal FL-1, 

excitando con el láser azul (488 nm). Se adquirieron un total de 10,000 eventos 

para cada muestra, los datos adquiridos se analizaron con el programa FlowJo 

para obtener la intensidad media de fluorescencia relativa.   

 

8.7. ANÁLISIS ESTADISTICO  

 

Para el análisis de los datos se utilizó el programa GraphPad, a los diferentes 

grupos se les realizó una ANOVA de una vía, seguido de una prueba de Tukey. 
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9.  RESULTADOS 

 

9.1. CAPACIDAD ATRAPADORA DE L-KYN 

 

En la Figura 4 se presenta la capacidad de captura del L-KYN para; a) ONOO– y 

b) OH●. La L-KYN es capaz de capturar OH● y ONOO– en medios sintéticos ya que 

se observa que la L-KYN reduce la cantidad del radical de manera concentración-

dependiente. La concentración efectiva al 50% para OH● y ONOO–  fue de 

1.432±0.33 µM y de 2.23±0.53 µM, respectivamente. 
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Figura 4. Efecto de la L-KYN (1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 µM) en la producción de 

radical ONOO–(a) y OH● (b), en sistemas de química combinatoria. 
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9.2. La L-KYN PREVIENE LA PRODUCCIÓN TOTAL DE ERO EN 

HOMOGENADOS DE CEREBRO DE RATA 

 

El FeSO4, el 3NP y el ONOO– indujeron un aumento de la producción de ERO (82, 

130 y 200 % vs. Control, respectivamente) en cerebro de rata y esta formación de 

ERO fue atenuada por L-KYN (0.1 µM) en todos los casos. La incubación solo con 

L-KYN no tuvo efecto en la producción de ERO. 

 

  

 

 

Figura 5. La L- KYN (0.1 µM) redujo la formación de ERO inducida por (a) 3NP, 

(b) ONOO–  y  (c) FeSO4 en cerebro de rata. Los valores están expresados en 

promedios ± SEM. ª P < 0.05 significativamente diferente al control,  b P < 0.05 

significativamente diferente al 3NP, ONOO–  y  FeSO4. 
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EFECTO  PROTECTOR CONCENTRACION Y TIEMPO DEPENDEDIENTE DE L-

KYN EN LA PRODUCCION DE  ERO 

 

En la figura 6 se hace evidente el aumento en la producción de ERO evocado por 

el (a) ONOO–, (b) 3-NP y (c) FeSO4, dicho efecto es tiempo dependiente. Por su 

parte, la L-KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) previene la formación de ERO inducida 

por las toxinas de manera concentración y tiempo dependiente. Esta capacidad de 

la L-KYN es más pronunciado para el caso del ONOO–  y 3-NP, comparándolo con 

el  FeSO4, Cabe mencionar que la incubación con L-KYN sola no tuvo efecto 

significativo con respecto al control. 
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Figura 6. La L- KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) redujo la formación de ERO en el 

tiempo  inducida por ONOO– (a), 3NP (b) y  FeSO4 (c) en cerebro de rata. Los 

valores están expresados en promedios ± SEM. ª P < 0.05 vs control,  b P < 0.05 

vs ONOO–, 3NP  y  FeSO4.  
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9.3. LA L-KYN PREVIENE LA PRODUCCIÓN DE ERO EN HOMOGENADOS DE 

CEREBRO DE RATONES KNOCKOUT PARA LA KATII Y SILVESTRES 

 

a) CARACTERIZACIÓN DE RATONES KO Y SILVESTRES 

 

El genotipo de los ratones se caracterizó por PCR empleando los dos pares de 

oligos como se mencionó en la metodología. Posteriormente los productos de la 

reacción se sometieron a electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de 

etidio obteniendo las bandas correspondientes para cada genotipo (figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Imagen del gel con los productos de PCR para la caracterización de los 

ratones. Cada muestra de ADN se probó con ambos pares de oligos, donde sólo 

amplificó el oligo con el genotitpo correspondiente. Los fragmentos amplificados 

son de 1.7 kb para WT y 1.4 kb para KO. 

 

Una vez que se caracterizaron los ratones KAT II KO se aislaron de los ratones 

silvestres. En los homogenados de cerebros de ratones silvestres, el FeSO4 (5 

µM), 3-NP (5 mM) y ONOO- (25 µM), indujeron un aumento de la producción de 

ERO y esta formación de ERO fue atenuada por L-KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) 

en este tejido (Fig. 8).  Siendo mas potente el efecto protector de la L-KYN para el 

caso del 3NP y ONOO–  desde tiempos cortos, comparado con el FeSO4. 

 

Para el caso de los homogenados de cerebros de ratones KAT II KO el FeSO4, el 

3NP y ONOO– indujeron un aumento de la producción de ERO y esta formación 
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de ERO fue atenuada por L-KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) en los homogenados 

tratados con 3NP y ONOO–. Es importante señalar que la efectividad de L-KYN 

para capturar ROS fue de la siguiente manera con respecto al daño evocado por 

las toxinas: ONOO- >3-NP > FeSO4 (Fig. 9). Para el caso del FeSO4,  se pudo 

observar un aumento de ERO con respecto al control, sin embargo en este modelo 

la L-KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) no pudo atenuar dicha formación a esas 

concentraciones. 
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Figura 8. La L- KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 µM) redujo la formación de ERO en el 

tiempo  inducida por ONOO– (a), 3NP (b) y  FeSO4 (c) en cerebros de ratones 

silvestres. Los valores están expresados en promedios ± SEM. ª P < 0.05 vs 

control,  b P < 0.05 vs ONOO–, 3NP  y  FeSO4.  
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Figura 9. La L- KYN (0.01, 0.05, 0.1, 0.5µM) redujo la formación de ERO en el 

tiempo  inducida por ONOO– (a), 3NP (b), pero no para FeSO4 (c) en cerebros de 

ratones KATII KO. Los valores están expresados en promedios ± SEM. ª P < 0.05 

vs control,  b P < 0.05 vs ONOO–, 3NP  y  FeSO4.  

 

A los 60 minutos de incubación en los homogenados de ratones silvestres, el 

FeSO4, el 3NP y ONOO– indujeron un aumento en la producción de ERO y esta 
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formación de ERO fue atenuada por L-KYN (0.1 µM). El FeSO4 indujo un aumento 

de la producción de ERO en un 988%, el 3NP en un 369% y el  ONOO–  en un 

1,235%,  con respecto al control; mientras que en homogenados de ratones KAT II 

KO, el FeSO4, 3NP y ONOO–  aumentaron la producción de ERO y este aumento 

fue del 214%, 74% y 214%, respectivamente comparado con el control. La L-KYN 

(0.1 µM) atenuó la producción de ROS inducida por el 3NP y ONOO– pero no para 

el FeSO4 (Fig.10). 

 

Figura 10. La L- KYN (0.1 µM) redujo la formación de ERO inducida por 3NP (a), 

ONOO–  (b) y  FeSO4 (c) en cerebro de ratones silvestres y en ratones KATII KO 

por 3NP (a) y ONOO– (b). Los valores están expresados en promedios ± SEM. ª P 

< 0.05 vs control,  b P < 0.05 vs 3NP, ONOO–  y  FeSO4.  
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10.  DISCUSIÓN 

 

La L-KYN es un metabolito de la degradación del triptófano que sirve como 

sustrato para distintas enzimas: la kinureninasa (ANA), la kinurenina 3-hidroxilasa 

(3-HK), y las kinurenina amino tranferasas (KYNA). En este trabajo demostramos 

las propiedades antioxidantes y atrapadoras  de ERO que posee este metabolito.  

En este trabajo se utilizaron diversos sistemas sintéticos diseñados para producir 

radicales libres, y se demostró que la L-KYN puede atrapar OH● y ONOO, pero 

no es capaz de atrapar O2
● ni H2O2. La CE50 de atrapamiento para OH● y ONOO 

fue de 1.432±0.33 µM y de 2.23±0.53 µM, respectivamente. Cuando lo 

comparamos con los valores de CE50 de los antioxidantes de referencia 

informados por Lugo-Huitrón et al. (2011), se encontró que la L-KYN es mas 

efectiva para atrapar OH● comparado con la dimetiltiourea (DMTU) que tiene un 

valor de CE50 de129.5 ± 8.5 y el dimetil sulfóxido (DMSO) 172.3 ± 19.6. Además, 

la L-KYN presenta una mayor efectividad comparándola con otro metabolito de la 

vía, el KYNA cuya CE50 es de 209.0 ± 7.4. Este efecto también lo observamos para 

el caso del ONOO ya que la CE50  del KYNA es de 598.4 ± 74.8, un valor mucho 

mayor al que presenta la L-KYN. 

 Es importante destacar que la L-KYN resultó 149 y 268 veces más efectiva que el 

KYNA para atrapar OH● y ONOO en medios sintéticos. Estos datos confirman 

informes previos en los que se demuestra que la L-KYN tiene una tiene una alta 

capacidad de auto oxidarse comparándolo con otros metabolitos de la vía 

(Gregory et al., 2003). Esto significa que la L-KYN puede donar un electrón para 

estabilizar a las ERO y volverlas menos reactivas.  

 

Adicionalmente, probamos la capacidad de la L-KYN como una molécula 

antioxidante utilizando los homogenados de cerebro de rata, en presencia de tres 

diferentes pro-oxidantes; 1) el 3NP: un inhibidor de la succinato deshidrogenasa, 

que es la enzima responsable de la oxidación del succinato a fumarato (Túnez et 

al., 2004; Coles et al., 1979) alterando la actividad mitocondrial que conlleva a la  

sobre producción de ERO. 2)  El ONOO− es una especie reactiva del oxígeno y 
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del nitrógeno con una gran capacidad oxidante el ONOO− reacciona rápidamente 

con el dióxido de carbono (CO2) presente en sistemas biológicos, conduciendo así 

a la formación de radicales secundarios, tales como los radicales carbonato (CO3• 

–) y dióxido de nitrógeno (•NO2). Finalmente, una pequeña fracción de ONOO− se 

rompe, dando lugar a la formación del OH●.  3)  El FeSO4 a través de la reacción 

de Fenton, da paso a la formación de OH● que es uno de los radicales más 

agresivos, por su alta reactividad es capaz de oxidar casi cualquier molécula que 

se encuentre en las cercanías.  

 

La L-KYN fue capaz de atenuar la formación de ERO evocada por los pro-

oxidantes en los homogenados, y esto está asociado a su habilidad para capturar 

OH● y ONOO en los medios sintéticos; ya que en los tres modelos oxidantes se 

forman principalmente estas dos especies, donde el L-KYN tiene mayor efecto 

sobre el ONOO, dicho efecto antioxidante se da desde cortos tiempos para el 

caso del ONOO y el 3NP, y pareciera ser concentración dependiente para el 

FeSO4. 

 

Otro de los objetivos del presente trabajo fue comprobar si la capacidad  

antioxidante de la L-KYN era independiente de la formación de KYNA debido a 

que se demostró en informes anteriores que el KYNA tiene propiedades 

antioxidantes (Lugo-Huitrón et al., 2011). Lo anterior se probó a través de el uso 

de cerebros de ratones KATII KO, utilizando los mismos modelos pro-oxidantes 

antes mencionados. Dado que la KAT II funciona a pH fisiológico, esta es la 

enzima encargada del mayor porcentaje de formación de KYNA en el cerebro 

(Schmidt et al., 1993), por lo que su inhibición conlleva a una disminución en la 

formación KYNA a partir de la L-KYN. 

 

 La L-KYN disminuyó la formación de ERO evocada por el ONOO, 3NP y FeSO4, 

en los homogenados de cerebros de ratones silvestres y este efecto se observa 

desde cortos períodos de tiempo para el ONOO y el  3NP. Para los cerebros de  

ratones KATII KO la L-KYN sólo disminuyó la formación de ERO para el ONOO  y 
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el  3NP, siendo este efecto mas potente para el primero, esto demuestra que dicho 

efecto antioxidante se debe a la interacción de la L-KYN con las ERO y no a la 

formación de KYNA por la KATII. Sin embargo no es posible descartar del todo la 

participación del KYNA debido a que la KAT I y III siguen activas?. En estudios 

previos se ha visto que los niveles de KYNA en el cerebro de estos ratones son 

menores a los de los ratones normales o silvestres en las primeras semanas (Ping 

Yu et al., 2004), por lo que podemos decir que dicho efecto antioxidante se debe 

en una mayor proporción a  la L-KYN. En base a nuestros resultados creemos que 

los ratones KATII KO son más resistentes ante un insulto tóxico. 

 

En trabajos previos realizados en diversos modelos de daño neuronal, como lo es 

un modelo de beta amiloide (Carrillo-Mora et al. 2010), un modelo de isquemia 

(Sas et al., 2008., Gigler et al., 2007) y un modelo de hemiparkinsonismo (Silva-

Adaya et al., 2011) se ha reportado que la administración de L-KYN, produce un 

efecto neuroprotector e incluso se ha encontrado una disminución en la pérdida 

neuronal, este efecto neuroprotector se le ha sido atribuido a la formación de 

KYNA a partir de la administración de L-KYN, sin embargo no aseguran que sea el 

KYNA el responsable de este efecto, ni que la L-KYN no este jugando un papel en 

el efecto neuroprotector que se observa, si la L-KYN tiene un efecto antioxidante 

independiente de la formación de KYNA, esta puede jugar un papel importante en 

la neuroprotección que se ha reportado  en estos modelos, al prevenir la formación 

de ERO, ya que se sabe que las ERO contribuyen al desarrollo de diversas 

enfermedades como la arterosclerosis, la diabetes, el cáncer, las enfermedades 

neurodegenerativas, la cirrosis y los procesos de envejecimiento (Halliwell y 

Gutteridge, 1999;  Basaga, 1990). En este sentido, la L-KYN puede contribuir a 

prevenir o mejorar estos desórdenes al mantener un balance entre las ERO y las 

defensas antioxidantes.  

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TCN-50GMMM0-1&_user=1389461&_coverDate=09%2F30%2F2010&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1389461&md5=8a353820a33c1236af2860df465c84ec&searchtype=a#bib3
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11. CONCLUSIONES 

 

La  L-KYN  es capaz de atrapar OH● y ONOO. de manera eficiente en los 

sistemas sintéticos, evidenciando una interacción directa con estas especies 

reactivas. 

 

La  L-KYN disminuye la formación de ROS in vitro en homogenados de tejido de 

rata evocada por FeSO4, ONOOˉ y 3NP.  Dicha acción la ejerce desde tiempos 

cortos y a bajas concentraciones. 

 

Asimismo la L-KYN previene la producción de ROS en homogenados de cerebro 

de ratones silvestres evocada por FeSO4, ONOOˉ y 3NP y en ratones KAT II KO 

en presencia de ONOOˉ y 3NP. Estos resultados sugieren que la protección que 

confiere la L-KYN no está vinculada a la formación de KYNA  

 

12. PERSPECTIVAS 

La L-KYN es un metabolito de la vía de las kinureninas que se ha estudiado muy 

poco, en este trabajo se expone su capacidad antioxidante, sin embargo es 

necesario investigar más a fondo sobre los mecanismos por los cuales ejerce esta 

actividad en las células. A partir de este trabajo es necesario hacer más pruebas 

que permitan conocer todas las propiedades de la L-KYN. Se realizarán pruebas 

donde se observe si a través de la capacidad antioxidante de la L-KYN se puede 

prevenir el daño a macromoléculas como proteínas, lípidos y DNA, en diferentes 

modelos tóxicos, donde se pueda probar si ejerce un efecto protector 

independientemente de la formación de otros metabolitos de la vía.  
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