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1. RESUMEN /ABSTRACT

El 4cido kinurénico (KYNA) es un antagonista de receptores glutamatérgicos
tipo NMDA (NMDAr) y alfa 7-nicotinicos para acetilcolina y se ha caracterizado
como un regulador de neurotransmision enddgeno. El KYNA es producido por
la transaminacion de la L-kinurenina (L-KYN) evocada por las enzimas
kinureninas aminotransferasas (KATs) que participan en la ruta de degradacion
del triptéfano, denominada via de la kinurenina. Por otro lado, se ha
demostrado que el KYNA posee propiedades antioxidantes en diversos modelos
de estrés oxidante. Sin embargo, se ha observado que los niveles de KYNA
pueden modificarse en diversas patologias, tal es el caso de la esquizofrenia, ya
que pacientes con este padecimiento presentan concentraciones muy elevadas
respecto a sujetos control. A pesar de esto, no se ha demostrado que este
aumento esté dado por las KATs y se han propuesto rutas alternas de formacion
de este metabolito en las que se incluyen, D- isdmeros de aminoacidos como la
D-KYN e incluso la participacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y que
suceden de manera independiente a la actividad de las KATs. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue determinar la produccion de KYNA a través de la
interaccion entre L- / D-KYN y ERO, en sistemas sintéticos de quimica
combinatoria y modelos biolégicos como tejidos homogenizados y cultivos
primarios de astrocitos y establecer si esta formacion de KYNA es
independiente de la actividad de la KAT II. Nuestros resultados indican que de
las diferentes ERO empleadas, sélo radical hidroxilo (*OH) y anion peroxinitrito
(ONOO™) generan la formacion de KYNA en presencia de L- o D-KYN en los
sistemas sintéticos; sin embargo, en los homogenados de tejidos, asi como en
los cultivos de astrocitos solo el ONOO favorecio la produccién de KYNA de
manera significativa independiente de la actividad de la KAT Il. Con estos
resultados, fue posible desarrollar la reaccién que se llevaria a cabo, en la cual
participan ambos isomeros de KYN y el ONOQO™, para producir KYNA.




Abstract

Kynurenic acid (KYNA) is an antagonist of NMDA receptors (NMDAr) and alpha
7-nicotinic receptors. It's has been characterized as an endogenous
neurotransmitter regulator for its activity on different neurotransmitter
recpetors. KYNA is produced by transamination of L-kynurenine (L-KYN) evoked
by the kynurenine aminotransferases (KATs), enzymes involved in the
kynurenine pathway, in which tryptophan is degradated. On the other hand, it
has been shown that KYNA develops antioxidant effects in different models of
oxidative stress. Alterations in KYNA levels are observed in several pathologies,
such as eschizofrenia, since patients with this desease present very high levels
of KYNA when compared with control subjects. Despite this, remains unclear if
KAT’s activity is responsible for this increase, thus, alternative routes for KYNA
formation have been proposed, involving D-aminoacids (such as D-KYN) and
participation of reactive oxygen species (ROS), these occurring independently
of KATs activity. Therefore, the aim of this work was to determinate KYNA
formation through the interaction between ROS and KYN isomers (L- / D-KYN)
in combinatory chemistry systems (with no biological sample), tissue
homogenates and astrocytes primary cultures, and thus, stablish if KYNA
production is independent of KAT Il activity. Our results showed that only
hydroxyl radical (*OH) and peroxinitrite anion (ONOO™) induced KYNA
formation in presence of both L- and D-KYN in combinatory chemistry systems
(lacking of cells); however, in both homogenates and astrocytes cultures only
ONOO™ showed effect increasing KYNA production significantly regardless of
KAT Il activity. With these results it was possible to develop the reaction steps
that lead to form KYNA in an agueous medium where both KYN isomers react
with ONOO"™.




2. ANTECEDENTES

2.1 Viade la kinurenina

2.1.1 Reacciones y metabolitos de la via de la kinurenina.

El triptofano (TRP) es un aminodcido esencial que se obtiene de la dieta. Ademas de ser
empleado por el organismo para la sintesis de proteinas, es el precursor para la sintesis de
serotonina (5-HT), que es el principal neurotransmisor modulador de diversos procesos
conductuales. Por otro lado también da lugar a la formacidon de melatonina, una hormona
importante en diferentes procesos bioldgicos como los ritmos circadianos (Reiter, 1991).
Sin embargo, estas vias representan sélo del 5 al 10 % del total del TRP, mientras que el 90
% restante se metaboliza por una serie de reacciones enzimaticas en cadena que en
conjunto definen la via de la kinurenina.. La via de la kinurenina se ha identificado en todos
los mamiferos, incluyendo el humano, por lo que se encuentra muy conservada
evolutivamente y se sabe que la via se lleva a cabo en higado, rifién y en el sistema nervioso

central (SNC) (Moroni, Russi, Lombardi, Beni, & Carla, 1988).

Existen diferencias menores en higado y cerebro en la actividad de la via; en higado, el inicio
estd marcado por la ruptura del anillo indélico del L-TRP formando N-formil-kinurenina por
la enzima triptéfano dioxigenasa (TDO), mientras que en el cerebro, la enzima inicial es la

indolamina dioxigenasa (IDO). Cabe resaltar que ésta requiere de anion superéxido (Oze )




para catalizar la reaccion haciendo indispensables sistemas generadores de este radical,
como la xantina oxidasa, mientras que puede ser inhibida por la superéxido dismutasa
(SOD) (Hirata & Hayaishi, 1971) y por el éxido nitrico (NO) (Thomas, Mohr, & Stocker, 1994).
Tras este paso, la formamidasa, a partir de la N-formil-kinurenina, forma L-kinurenina (L-
KYN); esta reaccién es esencial para el desarrollo de la via, ya que este metabolito funge
como sustrato de tres diferentes enzimas que forman otros metabolitos que tienen gran
relevancia en el funcionamiento de la célula. Por un lado, la kinureninasa produce acido
antranilico, luego la kinurenina 3-hidroxilasa que forma 3-hidroxikinurenina (3-HK) y las

kinureninas aminotransferasas que sintetizan acido kinurénico (KYNA).

Cabe mencionar que en el humano se expresan tres isoformas de KAT (KAT |, KAT Il y la KAT
1), por lo que la produccién de KYNA es compleja. Las KAT’s difieren en el pH éptimo para
ejercer su actividad; mientras que para la KAT | y la KAT Il elpH éptimo es de ~9 (Guidetti,
Okuno, & Schwarcz, 1997; Han, Robinson, Cai, Tagle, & Li, 2009), para la KAT Il es a pH de
7.4, por lo que se sugiere que esta ultima es la principal responsable de la sintesis de KYNA

en el cerebro humano (Gramsbergen et al., 1997).

Posteriormente la kinureninasa, a partir de 3-HK, genera acido 3-hidroxiantranilico (3-HA),
sin embargo, este metabolito también puede formarse a partir del acido antranilico por
enzimas de hidroxilacion microsomal inespecificas. El 3-HA es el precursor del acido
quinolinico (QUIN), reaccién catalizada por la acido 3-hidroxiantranilico dioxigenasa, que
presenta la actividad mas alta en la via (E. Okuno, Kohler, & Schwarcz, 1987). Por ultimo, el

QUIN es metabolizado a NAD+ por la dcido quinolinico fosforibosil transferasa.




Figura 1. Via de la kinurenina, modificado de Vamos et al, 2009 Vamos, Pardutz, Klivenyi,

Toldi, and Vecsei (2009).




2.1.2 Kinurenina

La KYN es el producto de la oxidacion del TRP dentro de la via de la kinurenina, generado
por la kinurenina formamidasa (Mehler & Knox, 1950), éste metabolito posee la estructura
de un diamino acido y predomina su forma catidnica (Figura 2).

NH,

0
Il
c
COOH

NH,

Figura 2. Estructura de la KYN

En cerebro, la L-KYN se forma principalmente en astrocitos, macréfagos y microglia (Ruddick
et al., 2006). La L-KYN es capaz de atravesar membranas a través de un transportador de
aminodcidos neutros (Fukui, Schwarcz, Rapoport, Takada, & Smith, 1991), y en cerebro es
transportado al citoplasma de astrocitos y microglia; no obstante, puede ingresar a las
neuronas pero en menor proporcién debido a que este transporte es mas lento y depende
del suministro de Na+. Incluso, se estima que cerca del 60% del total de L-KYN presente en
el cerebro se obtiene del torrente sanguineo, dada la facilidad con la que es transportada a
través de la barrera hematoencefdlica (Smith, Momma, Aoyagi, & Rapoport, 1987). La L-
KYN se encuentra en el cerebro de rata en aproximadamente el 5% de la cantidad total de
triptéfano y se distribuye de manera diferencial entre las diversas regiones del cerebro, por

ejemplo en el cerebelo se encuentra en un rango de 0.03 pmol/mg de tejido, mientras que




en putamen alcanza 1.05 pmol/mg de tejido (Gal & Sherman, 1978; Joseph, 1978a, 1978b;

Joseph, Baker, & Lawson, 1978).

No queda claro si la L-KYN ejerce algun efecto en la célula, sin embargo es de gran
importancia para la via dado que es el sustrato para diferentes enzimas que formardan otros
metabolitos con accidn fisioldgica.. En estudios previos se ha observado que la L-KYN en
diferentes modelos neurotéxicos previene el dafo oxidante, sin embargo, éste efecto se
adjudica a la formacién de KYNA, ya que la estrategia farmacoldgica incluye Ia
administracion de probenecid que genera la acumulacion de KYNA en el cerebro,
aumentando sus concentraciones que tendrian un efecto protector ante un estimulo tdxico
(Carrillo-Mora, Mendez-Cuesta, Perez-De La Cruz, Fortoul-van Der Goes, & Santamaria,

2010; Santamaria et al., 1996; Silva-Adaya et al., 2011).

No obstante, recientemente Ugalde-Mufiz (P, 2012) encontré que la L-KYN captura
eficientemente especies reactivas del oxigeno (ERO) tanto en sistemas de quimica
combinatoria (ensayos sin muestra bioldgica), asi como en homogenados de cerebro, donde
previene la peroxidacion de lipidos y la formacion de ERO, demostrando que este efecto es
independiente a la formacidon de KYNA, metabolito que también se ha reportado tener
propiedades antioxidantes. Esto lo evidencié al emplear ratones transgénicos que
presentan niveles bajos de la KAT Il y por tanto, bajas concentraciones de KYNA. Por esto,
se sugiere que la L-KYN podria tener efectos adicionales en la célula y participaria

directamente como antioxidante en los modelos neurotdxicos que se han descrito.




2.1.3 Acido kinurénico

El KYNA (Figura 3) se identificd en orina canina desde 1853 (Liebig, 1853), pero no fue sino
hasta 1904 (Ellinger, 1904) que se reconocié como un producto de la degradacién del
triptéfano por la VK. El KYNA se ha estudiado ampliamente, descrito como un antagonista
competitivo del sitio para glicina en receptores NMDA (NMDAr) (Parsons et al., 1997; Stone,
1993), y bloqueador no competitivo de receptores a7-nicotinicos (Hilmas et al., 2001) por
lo que se le reconoce como un agente neuroprotector enddégeno. Sin embargo, la
concentracion necesaria para (que se produzca) el efecto de KYNA sobre NMDAr oscila en
el rango de concentraciones micromolares (Stone, 1993) y dado que los niveles endégenos
en el cerebro se encuentran entre 50 y 100 nM (Moroni, 1999), los receptores colinérgicos
cobran gran importancia en los mecanismos de accién de KYNA, debido a que esta molécula
puede antagonizar dichos receptores a concentraciones menores que las necesarias para
NMDAr. Esto se demostrd en experimentos con ratas, en los que se observé que la
liberacion de glutamato se inhibe tras la administracion de KYNA (30 a 100 nM) y esta
modulacion es independiente de receptores glutamatérgicos, pero de manera interesante,
se sugiere que los receptores colinérgicos son mediadores de dicho efecto, ya que en
experimentos de microdialisis se observé que la disminucidn en la libreacién de glutamato
evocada por KYNA no se altera en presencia de glicina, y que KYNA no mostré este efecto
sobre los receptores metabotrépicos para glutamato. (Carpenedo et al., 2001). No
obstante, se ha observado que el KYNA puede unirse a los receptores glutamatérgicos

AMPA (AMPAr) por diferentes mecanismos concentracién-dependientes, comportandose




como un modulador (excitador/inhibidor) en la sefializacion neuronal (Prescott, Weeks,
Staley, & Partin, 2006; Rozsa, Robotka, Vecsei, & Toldi, 2008). Asimismo, se le ha atribuido
un papel importante en la comunicacién entre la neurotransmision glutamatérgica,
gabaérgica y dopaminérgica en el cerebro (Albuguerque & Schwarcz, 2013; Banerjee,
Alkondon, & Albuquerque, 2012; Beggiato et al., 2013; Beggiato et al., 2014; A. Okuno,

Fukuwatari, & Shibata, 2011).

Figura 3. Estructura del KYNA

2.2 KYNA en desdrdenes neurodegenerativos

Si bien el KYNA ejerce un papel muy importante a nivel fisiolédgico como regulador de la
neurotransmisién, se puede inferir que algun desbalance en su concentracién podria traer
consigo modificaciones en sistemas de transmisidén sinaptica, desencadenando diversos
mecanismos de dano celular. Por esto, se han realizado numerosos trabajos clinicos y
experimentales, en los cuales se ha demostrado qué alteraciones en la via de la kinurenina

se asocian a diferentes neuropatologias.




Se ha observado que los niveles de KYNA disminuyen significativamente en liquido
cefalorraquideo de pacientes con Alzheimer (Heyes et al., 1992), no obstante, Baran y
col.(puedes poner “col” en todos los que citas asi.), (Baran, 1999) al evaluar los niveles de
KYNA en diferentes regiones de cerebros post mortem de pacientes con enfermedad de
Alzheimer, encontraron un aumento en putamen y nucleo caudado de 192 y 177%,
respectivamente, asociado a una mayor actividad de la KAT | en ambas regiones, mientras
qgue la KAT Il no incrementa su actividad. Dichos hallazgos sugieren que el incremento de
KYNA en el putdmen y nucleo caudado podria generar el bloqueo constante de los NMDAr
y este efecto estaria asociado a la pérdida de memoria, aprendizaje y cognicidn en pacientes

con esta enfermedad (Vamos et al., 2009).

Se ha mostrado que desbalances en la via de la kinurenina estan asociados con el progreso
de la enfermedad de Huntington, a pesar de su cardcter meramente genético. En 1992
(Schwarcz et al.,, 1992) se planted la hipdtesis de que el desarrollo de mecanismos de
excitotoxicidad en la enfermedad de Huntington, se debe principalmente a la disminucién
en los factores neuroprotectores endégenos y en menor medida al aumento en los niveles
de los agonistas de receptores a glutamato. Especificamente, se ha reportado que en
estados tempranos de la enfermedad, los niveles de QUIN aumentan y los de KYNA
permanecen constantes, pero en pacientes con la enfermedad avanzada, el QUIN se
encuentra en concentraciones normales y el KYNA disminuye (Guidetti, Luthi-Carter,

Augood, & Schwarcz, 2004).

Por otra parte, en la enfermedad de Parkinson, el KYNA también se encuentra disminuido

en cerebros post mortem (Ogawa et al., 1992). Adicionalmente, se ha observado que en un
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modelo de esta enfermedad, generado por MPTP (un inhibidor del complejo | de la cadena
de transporte de electrones), hay una disminucion en las actividades de la KAT | (Knyihar-
Csillik et al.,, 2004) y la KAT Il que conlleva a una disminucion de KYNA (Luchowski,
Luchowska, Turski, & Urbanska, 2002). Asi, se asume que el KYNA es incapaz de inhibir los

NMDAr para prevenir la excitotoxicidad. (Zadori et al., 2009).

2.3 Capacidad antioxidante de KYNA

Ademas de la extensa participacion del KYNA en el sistema nervioso central, también se ha
descrito su capacidad de capturar especies reactivas de oxigeno. Goda y colaboradores, en
1996 (Goda, Kishimoto, Shimizu, Hamane, & Ueda, 1996), encontraron el primer indicio de
que el KYNA posee la capacidad de atrapar *OH en sistemas no bioldgicos de produccién de
este radical. Posteriormente, Hardeland y Zsizsik (Hardeland, 1997) encontraron que,
mediante deteccién por quimioluminiscencia, los radicales 0,°"y *OH oxidan al KYNA y la
adicién de atrapadores especificos de estas especies inhibe dicha oxidacion. Al darle
seguimiento a estos resultados (B. H. Zsizsik, R., 1999) y empleando un sistema de auto-
oxidacion de hematoxilina y la oxidacién del acido 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—6—
sulfonico (ABTS), los autores compararon la capacidad de captura de 02°" y *OH por KYNA,
4-hidroxiquinolina, acido quindalico, dcido xanturénico y otros metabolitos del triptéfano,
donde KYNA resulté ser mas eficaz que la 4-hidroxiquinolina y el acido quindalico, pero

menos efectivo que el acido xanturénico, al capturar los radicales. Los mismos autores
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también demostraron que KYNA previene la degradacién de 2-desoxiribosa por radicales
*OH, generados por fotdlisis de la N-hidroxi-2-tiopiridona (B. H. Zsizsik, R., 1999). A pesar
de que demostraron el potencial de captura de radicales libres del KYNA, su trabajo redundé
un poco con lo que ya se habia descrito, dado que tampoco emplearon sistemas bioldgicos

en sus trabajos.

Aunado a lo anterior, nuestro grupo de trabajo describié las propiedades de KYNA como
atrapador de ERO en modelos sintéticos y bioldgicos, donde abate los marcadores de dano
oxidativo inducidos por diversos pro-oxidantes, indicando que su participacién como agente
neuroprotector no se limita al antagonismo de receptores NMDA y a7-nicotinicos (Lugo-

Huitron et al., 2011).

2.4 Vias de formacion de KYNA

La principal ruta de formacion de KYNA se da en la VK por la accidon de las KAT's, teniendo
como precursor la KYN, siguiendo los pasos de la via en la degradacion del triptéfano.
Ademas de las diferencias que se presentan en las concentraciones de KYNA en diferentes
enfermedades, también se ha descrito que en tejido de cerebro humano, bajo condiciones
fisioldgicas, alcanza 1.58 pmol/mg de tejido, mientras que en rata los niveles son de 0.024
pmol/mg de tejido (Turski et al., 1988);, sin embargo, la expresion de las KAT’s no cambia

en ambas especies, lo que sugiere fuertemente que debe existir algin mecanismo
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alternativo de formacion de KYNA, el cual podria verse potenciado bajo diversas

condiciones patoldgicas.

2.4.1 Los D-aminoacidos como via de formacion de KYNA

Se ha establecido convencionalmente que el metabolismo de aminoacidos se inclina hacia
la utilizacidn de los isémeros L- de los aminodcidos para los diversos procesos bioquimicos,
mientras que los D-aminodcidos tienden a ser degradados (Albanese, Frankston, & Irby,
1945). A pesar de estos reportes, se ha demostrado que los D-aminoacidos también pueden
estar presentes en diversos procesos metabdlicos de mamiferos, ya que algunas proteinas
gue se obtienen en la dieta contienen D-aminoacidos y ademads pueden ser participes de
varios procesos fisiolégicos como la neurotransmisién y secrecidn de hormonas
(Khoronenkova & Tishkov, 2008). Los primeros experimentos revelaron que al tratar
rebanadas de higado con D-triptéfano, éste es metabolizado a una tasa mas baja que el L-
triptéfano, generando la formaciéon de L- y D-KYN y KYNA (Mason & Berg, 1952),sin
embargo, no se demostrd el mecanismo por el cual se daba esta produccion de KYNA. En
aflos recientes se retomaron estos experimentos y se demostrd que la administracion
intraperitoneal de D-KYN en rata incrementd los niveles de KYNA en plasma; este efecto se
atenua cuando administraban un inhibidor de la D-amino oxidasa (DAAQ), lo que apuntod a
la posible participacion de esta enzima en los procesos de formacion de KYNA inducidos por

D-KYN (Fukushima, Sone, Mitsuhashi, Tomiya, & Toyo'oka, 2009). Aunado a esto, se ha
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demostrado que la transaminacion mediada por enzimas de la D-KYN da lugar a la
produccién de KYNA tanto en rata como en humano, evidenciando una posible
participacién de las KAT’s (Perez-de la Cruz et al., 2012). En estudios complementarios,
también se ha demostrado que la D-KYN incrementa los niveles de otros metabolitos de la
via que tienen alguna accion fisiolégica, como la 3-HK que, junto con KYNA, aumenta sus
niveles tras la administracion de D-KYN en ratones (Wang, Notarangelo, Wang, & Schwarcz,

2012).

2.4.2 Las especies reactivas del oxigeno como inductoras de la formaciéon de KYNA

Una aproximacion sobre los procesos alternativos de la produccion de KYNA se estudié en
el dinoflagelado Lingulodinium polyedrum que al ser incubado con KYN y ser expuesto a luz
(condiciones de alto estrés fisioldgico por las ERO formadas) muestran un aumento en la
formacién de KYNA comparado al grupo tratado y no expuesto a la luz, de modo que los
autores proponen un mecanismo tedrico alternativo de formacién de KYNA (Figura 4), en el
cual se considera la participacién de las ERO como un factor importante (Zsizsik &
Hardeland, 2002). Sin embargo, este mecanismo no fue comprobado experimentalmente y

no se realizaron trabajos posteriores hasta ahora.

Por lo anterior, es de gran relevancia investigar la participacion tanto de la D-KYN como de

las ERO vy si la interaccidn que existe con ambos isdmeros de la KYN puede dar lugar a la
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formacién de KYNA y qué factores influyen en el mecanismo de reaccién, y asi ofrecer una

explicacion sobre lo altos niveles de KYNA que no pueden ser atribuidos a las KAT’s.

Figura 4. Mecanismo de reaccidén propuesto por los experimentos realizados en L. polyedrum, se
sugiere la participacion de las ERO como una via alterna de formacién de KYNA (Zsizsik & Hardeland,

2002).
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2.5 Estrés oxidante y nitrosativo

Diversos desérdenes neurodegenerativos, incluyendo las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson y Huntington, comparten caracteristicas que involucran la vulnerabilidad de las
células a las diversas acciones nocivas de las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno
(ERO/ERN), que resultan en estrés oxidante y nitrosativo. El estrés oxidante se define como
la produccién de una serie de eventos toxicos moleculares y celulares producidos por
radicales derivados del oxigeno y otras moléculas reactivas, provocando un desbalance
donde las especies reactivas rebasan la capacidad antioxidante de la célula. Las ERO
incluyen los radicales libres - que se definen como especies reactivas que poseen un
electrén desapareado en su ultimo orbital, tales como 0,°"y *OH, asi como las especies no
radicales, como el H,0; y el peroxinitrito (ONOO"). Estas ERO son generadas normalmente
por el metabolismo redox durante la reduccién incompleta del oxigeno a agua en la cadena
de transporte de electrones. Por otro lado, el estrés nitrosativo o nitrérgico se refiere a una
serie de eventos téxicos producidos a nivel molecular por radicales derivados del nitrégeno

y moléculas reactivas como el NO® y el ONOO™.

El sistema nervioso central (SNC) es particularmente susceptible a los efectos de las
ERO/ERN debido a: 1) su elevada proporcion de lipidos con respecto a otros érganos; 2) su
alta tasa metabdlica, ya que el metabolismo aerdbico es el principal mecanismo que provee
de energia a las células neuronales, y dado que las neuronas poseen una amplia distribucion

de mitocondrias y que estas ultimas regulan el metabolismo oxidativo y la sintesis de ATP,
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el riesgo de que se produzca de manera excesiva el 02°" es muy alto. No obstante, en
condiciones fisioldgicas, los sistemas antioxidantes enddgenos son capaces de neutralizar o
remover estas especies reactivas; y 3) la restringida actividad de algunas enzimas

antioxidantes, por ejemplo la catalasa.

2.5.1 Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

Un radical libre es una especie quimica que puede existir de manera independiente y que
contiene uno o mas electrones desapareados, ya sea por la pérdida o por la ganancia de
ellos. Estos electrones desapareados modifican la reactividad quimica de atomos o
moléculas y las hacen mds reactivas que su correspondiente “no radical”. Los radicales
derivados del oxigeno (Tabla 1) son los de mayor importancia en la clinica (M &Y, 1996) por
ser éste elemento la molécula mas abundante en los sistemas biolégicos. Las ERO son
intermediarios téxicos predominantes y son responsables del estrés oxidativo (Kehrer,

2000).
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Tabla 1. Especies reactivas del oxigeno.

Radicales

No radicales

Anion superoxido (02°7)
Radical hidroxilo (*OH)

Radical peroxilo (¢OOR)
Radical hidroxiperoxilo (¢OOH)

Radical alcoxilo (¢OR)

Peréxido de hidrégeno (H20,)
Acido hipocloroso (HCIO)
Ozono (03)

Oxigeno singulete (10,)
Peroxinitrito (ONOO")

Perodxidos orgdnicos (ROOH)

Las principales ERO son 0,°", H,02 y *OH y se pueden formar por la reduccién univalente

del oxigeno (Figura 5) que se inicia por la reduccion del oxigeno por un electrén que se

escapa de la cadena respiratoria:

+le” +le

+le”

03 > 0, »H,0, — ® *OH+0OH  ——>2H,0

+2H*

+2H*

Figura 5. Generacioén de especies pro-oxidantes de la molécula de oxigeno.

18




El *OH es uno de los radicales mas agresivos, ya que reacciona con cualquier molécula que
se encuentre en las cercanias. El mecanismo principal de su generacidn en sistemas
bioldgicos es la reaccidon de Haber-Weiss, catalizada por el hierro, hace uso de la quimica de

Fenton (Kehrer, 2000):

1) Fe3*+0,*” > Fe?*+ 0,

2) Fe?* + H,0,-> Fe3*+ OH + *OH (Reaccién de Fenton)

3) Reaccidén neta: 02* + H202 > O, + OH + *OH

Por otro lado, el 0, es el radical primordial en la célula y su produccién proviene de
diversas fuentes. La principal de éstas es la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria, en la que se pueden dar fugas de electrones en los complejos | y lll. También
puede generarse por el metabolismo del dcido araquiddnico, el cual inicia cuando la
fosfolipasa A; es activada por Ca?*y libera el 4cido araquiddnico, mismo que es oxidado por
la ciclo-oxigenasa por la adicion de dos moléculas de O3, produciéndose asi prostaglandina
PGGg, la cual es instantdneamente peroxidada a PGH3 con la liberacidn simultdnea de O,°".
La xantina oxidasa y la NADPH oxidasa son otras enzimas que lo producen como parte de
su actividad catalitica. Alternativamente, el *°OH puede formarse a partir de ONOO-, ya que
este se protona rapidamente al acido peroxinitroso (ONOOH), y la descomposicion

espontanea de éste, genera *OH.
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El estrés nitrosativo es generado por la rapida oxidacion del NO°*NO®. EIl NNO®® puede
reaccionar con diversas moléculas (Figura 6) y dar lugar a la generacién de otra especie muy

agresiva, el ONOO™.

Figura 6. Via de oxidacion del NO®* NO® y consecuente produccion de ONOO™ y estrés

nitrosativo (Soneja, Drews, & Malinski, 2005).

2.5.2 Efectos de las ERO sobre las células

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

estructura y funcion.

20




2.5.3 Daiio a lipidos

El sistema nervioso es notablemente susceptible al dafo a lipidos dada su gran cantidad
presente en membranas, especificamente los poli-insaturados. El efecto directo de las ERO
sobre los lipidos es la lipoperoxidacion. Los radicales *OH e hidroperoxilo (HO;®), asi como
el 10y, pueden reaccionar con los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de las
membranas para formar hidroperoéxidos lipidicos (Aikens & Dix, 1991; Choe, Jackson, & Yu,
1995; Gutteridge & Halliwell, 1990; B. Halliwell & Gutteridge, 1984). La lipoperoxidacién
ocurre en varias fases: en la primera, la fase de iniciacidon, comienza cuando el radical libre
secuestra un dtomo de hidrégeno de uno de los carbonos de la cadena carbonatada para
generar un radical libre lipidico (Le). Los acidos grasos poli-insaturados de membrana son
especialmente susceptibles de ser atacados por radicales libres, puesto que contienen
grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan el enlace C-H metileno.
Cuando un radical lipidico se origina, tiene inmediatamente un reajuste molecular,
produciéndose asi un dieno conjugado que puede reaccionar con el O, y formar un radical
hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperdxidos, o bien, puede tomar un atomo
de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso poli-insaturado adyacente para
formar de nuevo un radical libre lipidico y un hidroperéxido. El radical lipidico se combina
con otra molécula de oxigeno y asi se establece una cadena de propagacién del dafo
peroxidativo. Por su parte, el hidroperdxido, que es un compuesto estable, entra en

contacto con iones metalicos de transicion y producira mas radicales libres que iniciarany
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propagaran otras reacciones en cadena. Asi, las membranas resultan seriamente dafiadas y

por tanto, se altera su funcionalidad (Rice-Evans & Burdon, 1993).

2.5.4 Daiio a proteinas

Las ERO dafian a las proteinas, alterando tanto su estructura como su funcion. En el caso de
las enzimas, por ejemplo, se pierde su actividad catalitica, provocando interrupciones en la
transduccion de sefales y vias metabdlicas. Los efectos de las ERO sobre las proteinas
incluyen la oxidacion de los residuos de aminodacidos, el rompimiento de los enlaces
peptidicos y la agregacidn entre proteinas. Ya que al parecer no existen mecanismos de
reparacion de proteinas, la prevencién por los sistemas antioxidantes o la simple
destruccién de las especies modificadas por protedlisis son mecanismos mas viables (Grune,
Reinheckel, & Davies, 1997). Aunque la mayoria de las proteinas oxidadas son removidas
del sistema, algunas pueden acumularse gradualmente y contribuir al dafo, como sucede

en algunos desérdenes neurodegenerativos (Kehrer, 2000).

2.5.5 Dano a acidos nucleicos

Las ERO danan el ADN al reaccionar con la desoxirribosa y las bases nitrogenadas. Existen

diversos sistemas de reparacién del ADN, ya que estas especies presentan niveles basales
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en la célula (Lindahl & Wood, 1999); no obstante, si las ERO se producen en sitios criticos o
no son reparados rapidamente, puede haber consecuencias perjudiciales que van desde
producir mutaciones hasta la apoptosis, la necrosis, e incluso la carcinogénesis (Klaunig et
al., 1998). Uno de los efectos mas sobresalientes de la presencia de ERO y que de hecho se
emplea como marcador de dafio oxidativo, es la fragmentacién del ADN, afectando su
organizacién al romper los nucleosomas y por tanto la condensacién de la cromatina, que

finalmente impedird la transcripcion de genes (Cardenas-Rodriguez N, 2006).

La produccién 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 generaciéon de ERO es excesiva, lo que conlleva a dafios en las

moléculas.

2.6 Antioxidantes en los sistemas bioldgicos

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

y enzimaticos.
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2.6.1 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un grupo de moléculas tanto hidrofébicas
como hidrofilicas, que capturan radicales libres y generan especies reactivas menos nocivas
para la célula. Su mecanismo de accion se basa en la capacidad de ceder un electrén a un

radical con el fin de estabilizarlo. Los antioxidantes no enzimaticos mas importantes son:

A. Vitamina E (a-tocoferol). Es considerado el antioxidante mayormente distribuido en
los seres vivos. Posee la capacidad de interrumpir la peroxidacién de lipidos en la
fase de propagacion, reaccionando con los radicales lipoperoxilos y alcoxilos. Al
interactuar con lipoperoxilos, genera el radical a-tocoferilo, el cual es transformado
de vuelta a a-tocoferol por el acido ascérbico, en el sistema reductor

tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (May, Cobb, Mendiratta, Hill, & Burk, 1998).

B. Glutation (GSH/GSSG). El glutation reducido (GSH) es considerado una tipica forma
antioxidante al impedir la oxidacién de los grupos tiol (-SH) de las proteinas; tiene la
capacidad de reaccionar con las ERO, transfiriéndoles un 4&tomo de hidrégeno (Barry

Halliwell & Gutteridge, 2007).

C. Acido urico. Comunmente se le considera como un producto terminal del
metabolismo de las purinas y posee propiedades antioxidantes per se; sin embargo,
se desconoce el mecanismo especifico por el cual ejerce su accion, pero se sugiere
gue previene la oxidaciéon de la vitamina C y forma complejos con los metales hierro

y cobre (Yu, 1994).
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2.6.2 Sistemas antioxidantes enzimaticos

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

especies reactivas en menos reactivas, y entre estos destacan:

A. Superodxido dismutasa (SOD). Es una metaloproteina cuya funcién es catalizar la
dismutacién del 0,* a H,0,. Esta enzima presenta tres isoformas de las cuales dos
tienen como sitio activo al Cu?*y Zn?*, localizadas en el citosol y en el exterior de la
célula, respectivamente. La tercera isoforma tiene como sitio activo al Mn?* y se

encuentra en la matriz mitocondrial.

B. Catalasa. Es una hemoproteina que se encuentra principalmente en los peroxisomas
y las mitocondrias; su actividad antioxidante consiste en disminuir el riesgo de la
formacién del OH® por la interaccién del H,0, con metales de transicién via la
reaccién de Fenton (Kehrer, 2000). El mecanismo por el cual lleva a cabo su funcién
tiene lugar en dos fases: primero, hace una ruptura del H,0,, generando en el grupo
hemo la especie oxoferrilo con la formacidon de una molécula de agua y después, se

lleva a cabo la reaccion del oxoferrilo con otras moléculas de H-0,.

C. Glutatién peroxidasa. Es una selenoproteina que se ubica en la matriz mitocondrial
y en el citosol. Esta enzima degrada H.0; y requiere la presencia de GSH (Powers &

Lennon, 1999).
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D. Glutation reductasa. Esta enzima cataliza la conversion de glutation oxidado (GSSG)
a GSH, requiere de NADPH vy es esencial para el ciclo redox del GSH que mantiene

los niveles adecuados de esta molécula (Harris & Massey, 1997).

3. HIPOTESIS

Si asumimos que existen rutas alternativas de formacidon de KYNA que involucran a las
ERO’s, entonces ONOO™, H,0;, 02° o *OH, podrian reaccionar con D- y L-KYN e inducir la

formacién de KYNA tanto en medios libres de células como en biolégicos.

4. OBJETIVO

Caracterizar y cuantificar los parametros de formacion de KYNA a partir de L- y/o D-KYN al
reaccionar con las especies reactivas en sistemas sintéticos y en homogenados de tejidos

de rata.

4.1 Objetivos particulares

e Establecer en sistemas de quimica combinatoria de produccidn de especies
reactivas (sin muestra bioldgica), cuales de éstas (ONOO", H,0,, 0,* o *OH) son

capaces de interactuar con D y L- KYN para la formacién de KYNA.
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Caracterizar si la produccién de KYNA en los medios sintéticos es dependiente del
tiempo, temperatura o concentracion de los sustratos.

Cuantificar el KYNA formado en homogenados de cerebro y cerebelo de rata, asi
como la actividad de la KAT Il, en presencia de L- y D-KYN en conjunto con ONOO™ y
FeSOa.

Evaluar si L- y D-KYN previenen la formacién de ERO y la peroxidacién de lipidos en
los homogenados de cerebro y cerebelo.

Establecer en cultivos primarios de astrocitos de rata si los niveles de KYNA se ven
alterados al incubarlos con FeSO4 0 ONOO™ en presencia de L- y D-KYN.

Evaluar si la actividad de la KAT Il en los cultivos de astrocitos se altera tras la

incubacién con las especies reactivas.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales y reactivos

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).

Para la obtencion de homogenados se usaron ratas Wistar macho (250-300 g) y para los

cultivos primarios de astrocitos se emplearon ratas Wistar de hasta 3 dias después del
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nacimiento. Para todos los experimentos propuestos, los animales se agruparon en 5 por
cada caja de acrilico, alimentados con un producto comercial (Purina Chow) y agua ad
libitum. Los cuartos del bioterio se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura

(25 + 32 C), humedad (50 + 10 %), y luz (12:12 ciclo luz oscuridad).

5.2 Determinacion de la formacion de KYNA en sistemas sintéticos generadores

de especies reactivas

Se emplearon sistemas sintéticos generadores de especies reactivas los cuales no contenian
muestra bioldgica alguna para establecer si la interaccidn directa de cada especie reactiva
generada con L- o D-KYN genera a su vez KYNA a través de una reaccién no enzimatica. La
presencia de KYNA fue evaluada por HPLC. Los ensayos se realizaron bajo diferentes
condiciones para caracterizar las diferencias que existieran al modificar estos factores. Se
emplearon concentraciones crecientes de L- y D-KYN (1 a 50 uM) incubando a temperatura
ambiente, para determinar si la cantidad de KYNA formado era directamente proporcional
a la concentracion de los precursores. Por otro lado, la reaccién se llevd a cabo a diferentes
temperaturas (4, 22, 37 y 60°C), asi mismo se realizé durante 1, 15, 30 y 45 min a

temperatura ambiente.
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5.3 Anadlisis de KYNA por HPLC

La presencia de KYNA en los ensayos sintéticos e in vitro fue evaluada por cromatografia
liquida de alta resolucién mediante un método de fase reversa con una fase estacionaria no
polar (columna HR-80; ESA, Thermo Scientific) y una fase moévil polar que contiene acetato
de zinc 250 mM, acetato de sodio 50 mM vy acetonitrilo 3% en un pH final de 6.2 ajustado
con acido acético glacial. El método se lleva a cabo a un flujo de 1 ml / min de manera
isocratica. El tiempo de retencion de KYNA es a los 7 minutos y se detectd por fluorescencia
a unalongitud de onda de excitacidon de 344 nm y de emisidon 398 nm. Se empled una bomba
binaria LC Flexar S200, un automuestreador Flexar S200 y un detector de fluorescencia 2002

(PerkinElmer, Connecticut, USA).

5.4 Sistemas generadores de ERO sin muestra biologica.

5.4.1 Ensayo de anion superdéxido (02°7)

La formacién de 0.* se efectué mediante el sistema descrito por Nikishikimi y
colaboradores (Nishikimi, Appaji, & Yagi, 1972; Ponti, Dianzani, Cheeseman, & Slater, 1978).
Brevemente, en un tubo de ensayo se mezclaron 10 ul de dimetil sulféxido (DMSQ),
amortiguador HEPES 20 mM, fenazina metosulfato (PMS) 4 uM, nitroazul de tetrazolio

(NBT) 40 uM vy diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 20 uM) de L- 6 D-KYN y se inicia la
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reaccién con nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) 196 uM para generar 0;°*". La
reaccion se llevd a cabo bajo las condiciones previamente mencionadas (seccién 6.2)

evaluando la presencia de KYNA por HPLC.

5.4.2 Ensayo de perdxido de hidrégeno (H203)

Se empled el ensayo H,0,-Fe3*-naranja de xilenol-FOX. En un tubo de ensayo se mezclan 10
pl de metanol absoluto, 50 ul de H,02 25 uM y 50 pl de L- o D-KYN a las diferentes
concentraciones. Por ultimo, se agrega el reactivo FOX compuesto por naranja de xilenol 1

mM vy sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM

5.4.3 Ensayo de radical hidroxilo (*OH)

Se llevd a cabo mediante el sistema Fe3*-EDTA-H,0, (Floriano-Sanchez et al., 2006; B.
Halliwell, Gutteridge, & Aruoma, 1987). Para el ensayo se colocaron en tubos 200 ul de
acido ascorbico 1 mM, 300 ul de amortiguador de fosfatos de potasio 20 mM pH 7.4 y 200
ul de la solucion EDTA 1.04 mM/ FeCls 1 mM vy diferentes concentraciones de L- o D-KYN (1,
5, 10 y 20 uM); por ultimo, la generacion de *OH se da mediante la reacciéon de Fenton
afiadiendo 100 pl de H;0, 10 mM al ensayo. De igual manera se evaluaron las diferentes

condiciones, determinando KYNA por HPLC.
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Posteriormente se evalud la capacidad de captura de *OH de los precursores L- y D-KYN
bajo el mismo sistema Fe3*-EDTA-H,0,, pero agregando desoxirribosa 2.8 mM como
marcador de oxidacion. Las muestras se incubaron durante una hora a 372C y se agrego 1
ml de una soluciéon de acido tiobarbiturico (TBA), se calentaron 10 minutos en bafio maria
a 1002C para posteriormente registrar las absorbencias a 532 nm en un especfotémetro

Lambda 25, Perkin-Elmer.

5.4.4 Ensayo de peroxinitrito (ONOO™)

El ONOO™ se sintetizé utilizando el método descrito por Floriano-Sanchez (Floriano-Sanchez
et al., 2006), mezclando, en bafio de hielo, 5 ml de la solucién de H,0, 0.7 M en HCI 0.6 M
con 5 ml de KNO, 0.6 M; la reaccidn se detuvo casi instantaneamente con NaOH 1.2 M frio.
El H20; residual se removid usando una columna de MnO; previamente lavada con NaOH
1.2 M durante 20 minutos. La mezcla obtenida se almacend a -202C por una noche, después,
se descongelé la mezcla y se recolectd la capa de liquido amarillo y se mantuvo a -20°C.
Previo a cada experimento, se comprobd la concentracién de ONOO™ en cada alicuota por
espectrofotometria a 302 nm, utilizando un coeficiente de extinciéon de 1.670 M1cm™. La
concentracion empleada de ONOO™ en los sistemas sintéticos fue 5 uM, donde se
adicionaron las diferentes concentraciones de L- o D-KYN, llevando a un volumen final de
300 pl con agua. Posteriormente, se evalud la cantidad de KYNA por HPLC. Por otro lado,

también se determind la capacidad de captura de L- y D-KYN para ONOQ", la cual se midié
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a través de la inhibicidén de la formacién de diclorofluoresceina (DCF), a partir de dicloro-
dihidro-fluoresceina (DHCF). En el tubo 100%? se colocaron 20 pl de &acido
dietilenetriaminapentaacético (DTPA) 1 mM, 30 ul de DHCF 1.75 mM, 0.95 ml de H,O y 15
ul del ONOO  sintetizado. Al tubo problema se le agregaron, diferentes concentraciones de
L- o D-KYN en 100 pl. Se registraron las absorbancias, a 500 nm, cada minuto durante 3 min

para obtener las pendientes y comparar contra el tubo 100%.

5.5 Ensayos in vitro en homogenados de tejido y cultivos celulares

5.5.1 Preparacion de homogenados de cerebro y cerebelo

Para los experimentos in vitro, se empled como sistema bioldgico los homogenados de
tejido de rata, para lo cual se extrajo cerebro y cerebelo, se homogenizaron 1:20 en buffer
Krebs-Ringer (NaCl 118.5 mM, KCl 4.75 mM, CaCl; 1.77 mM, MgS0O4 1.18 mM, glucosa 5

mM, NaH2P04 12.9 mM y NaHPO4s 3 mM; pH 7.4).
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5.5.2 Evaluacion de la formacion de KYNA y actividad de las KAT'S en homogenados de

cerebro de rata

Los homogenados de cerebro y cerebelo de rata 1:10 fueron incubados con FeSO4 (5 uM)
y ONOO" (10uM) en la presencia de D y L-KYN (20uM), se dejaron incubar durante una hora
a37°Cenunvolumen final de 500 ul; en paralelo, se incubaron tubos con los sustratos antes
mencionados a los que se les adiciond acido oxaloacético (AOAA) (1 mM), un inhibidor
inespecifico de las KAT's y dacido nordihidroguaiaretico (NDGA) (5 uM), un potente

antioxidante que al capturar las ERO en el sistema prevendrd la formacién de KYNA.

Transcurrida la hora de incubacidn se separaron 100 pl de cada muestra a los que se les
adicion6 100 pl de un coctel que contiene L-KYN, P5P (piridoxal-5-fosfato) y piruvato para
evaluar la actividad de las KAT's, una vez que se agregd dicho coctel a las muestras, se
dejaron incubar durante 30 minutos a 37°C y la reaccion se detuvo con la adicién de 1 ml

de HCI 0.1 N.

Para ambos casos las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm y la producciéon de KYNA
fue evaluada por cromatografia liquida de alta resoluciéon bajo las mismas condiciones

descritas en el apartado 6.3 .
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5.5.3 Evaluacion de la produccién de ERO por citometria de flujo

Para evaluar la formacion de ERO por citometria de flujo se colocaron 50 ul de homogenado
en un volumen final de 200 ul, en presencia o ausencia de FeSO4 (5 uM) y ONOO™ (25 uM),
con la presencia de D y L-KYN (20 uM); las muestras se incubaron durante una hora a 37°C,
una vez transcurrido el tiempo de incubacién se agregaron 20 ul de una solucién de
diacetato de diclorofluoresceina (DHCF-DA) 75 uM. La formacién de ERO se detectd por
fluorescencia de la DCF-DA, después de 10 minutos de incubacidon con la DCF-DA, se
adquirieron las muestras en un citometro de flujo FACSCalibur (Becton and Dickinson
Biosciences) y la intensidad de fluorescencia se detecté en el canal FL-1, excitando con el
laser azul (488 nm). Se adquirieron un total de 10,000 eventos para cada muestra, los datos
adquiridos se analizaron con el programa FlowJo (FlowlJo Enterprise) para obtener la

intensidad media de fluorescencia relativa de cada muestra.

5.5.4 Determinacion de la peroxidacion de lipidos

La evaluacién de la peroxidacidn de lipidos en homogenados se estimd por el método de
TBA, basado en la formacién de malondialdehido (MDA), un producto de la lipoperoxidacion
que reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) formando productos fluorescentes (Triggs
& Willmore, 1984) .Se utilizaron 500 pl de homogenado de cerebro y cerebelo de rata en

un volumen final de 1,250 pl, en presencia o ausencia de FeSOa4 (5 pm) y ONOO" (25 uM),
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en la presencia de D y L-KYN (20 uM), las muestras se incubaron durante una hora a 37°C.
Después de la incubacién, se agregaron 500 pl de la solucion de TBA (0.75gde TBA+15¢g
de acido tricloroacético + 2.54 ml de HCI, en un volumen final de 50 ml en H,0); se
calentaron los tubos en bafio Maria a 1009C por 20 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron a 3,000 x g por 15 minutos. Finalmente, se obtuvieron las absorbancias a 532

nm. Los resultados se expresan en porcentaje de peroxidacion lipidica respecto al control.

5.5.5 Obtencion y mantenimiento de cultivos de astrocitos primarios

Se obtuvieron cultivos primarios de astrocitos provenientes de ratas neonatas de 3 dias de
vida. Para ello, se sacrificaron las ratas y se les extrajo el cerebro descartando el cerebelo,
el tejido fue disgregado y homogenizado para posteriormente mantener las células
creciendo en condiciones libres de antibiético con medio DMEM (Dulbecco’s modified
eagle’s medium) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), suplementadas con suero fetal bovino (SFB)

(10%) (Bio West, Nuaillé, France).

Cuando el cultivo alcanzé una confluencia del 80%, las células fueron lavadas con PBS
(amortiguador salino de fosfatos), disgregadas con tripsina (Bio West, Nuaillé, Francia) y
sembradas en placas para cultivo celular de 24 pozos (Corning, NY, USA) Los cultivos fueron

mantenidos en medio DMEM, suplementado con SFB 10% antibidtico-antimicético (Bio
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West, Nuaillé, France), incubadas a 372C en una atmdsfera himeda controlada con CO; al

5%.

5.5.6 Evaluacion de la formaciéon de KYNA y actividad de la KAT Il en astrocitos

Una vez que se sembraron los astrocitos en las placas de 24 pozos, a una densidad de 5x103
células por pozo, se les retiré el medio DMEM vy se les colocd HBSS (Solucién salina
balanceada Hank) sin Ca?*y Mg*. Las células se trataron con FeSO; (5 pM), ONOO™ (10 uM)
y en presencia de D y L-KYN (20 uM) asi como AOAA (1 mM) en un volumen final de 500 pl,
las placas se incubaron por un periodo de una hora a 37°C para determinar la produccién
de KYNA, posteriormente se lisaron las células mecanicamente para analizar la produccion

total de KYNA.

En paralelo, se incubaron placas con los sustratos antes mencionados a los que una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn, se les adicioné 100 pl de un cocktail que contiene L-
KYN, P5P (piridoxal-5-fosfato) y piruvato, para evaluar la actividad de las KAT's; una vez que
se agregd dicho cocktail a las células, se dejaron incubar durante 30 minutos a 37°C. La
reaccidn se detuvo adicionando 1 ml de HCI 0.1 N, se lisaron las células mecanicamente y

se colocaron los sobrenadantes en un tubo eppendorf.

En ambos casos las muestras se centrifugaron a 22,000 x g y la produccién de KYNA se

evalué nuevamente por HPLC, de acuerdo al método descrito en la seccién 6.3 .
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5.5.7 Evaluacidon de la produccion de ERO en cultivos primarios de astrocitos por

citometria de flujo

Para evaluar la formacién de ERO en cultivos de astrocitos por citometria de flujo, los
astrocitos se sembraron en placas de 24 pozos, a una densidad de 5x103 células por pozo.
Los células se lavaron con PBS y se cosecharon de la placa agregando tripsina (Bio West,
Nuaillé, France); se realizaron dos lavados con PBS, centrifugando entre cada lavado a 950

x g y desechando el sobrenadante.

Las células se colocaron en tubos para citdmetro en un volumen final de 200 pl de HBSS sin
Ca y Mg*, en presencia o ausencia de diferentes pro-oxidantes, FeSO4 (5 uM) y ONOO" (25
KUM), en presencia de D y L-KYN (20 uM) y se dejaron incubar durante una hora a 37°C; una
vez terminado el tiempo de incubacion, se agregaron 20 pl de una solucién de DHCF-DA 75
UM. La formacion de ROS se detectd por fluorescencia de la DHCF-DA vy las células se
adquirieron después de 10 minutos de incubacién con la DHCF-DA: Para leer la fluorescencia
de las muestras se utilizé un citometro de flujo (BD FacsCallibur) y la intensidad de
fluorescencia fue detectada en el canal FL-1, excitando con el laser azul (488nm). Se
adquirieron un total de 10,000 eventos para cada muestra, los datos adquiridos se
analizaron con el programa FlowlJo para obtener la intensidad media de fluorescencia

relativa de cada muestra.
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6. RESULTADOS

6.1 Interaccion de las ERO con L-KYN

Se evalué la formacién de KYNA en sistemas generadores de ERO tales como O,°, *OH, H20;,
ONOO™ en presencia de L- o D-KYN; Se detecté KYNA por HPLC sélo en presencia de ®OH y
ONOO™ ,dado que no se observaron picos en el tiempo de retencion de KYNA, a los 7
minutos, de acuerdo al método utilizado, lo que nos indica que sdélo estas dos especies son
capaces de reaccionar tanto con L- como con D-KYN en los sistemas sintéticos. Para
evidenciar que el efecto se debe a la formacion de ERO, se realizaron los ensayos con
atrapadores especificos de ¢OH y ONOO’, como son el DMSO y la penicilamina,
respectivamente y se observd que la formacién de KYNA disminuye en presencia de estos
compuestos atrapadores de ERO. Estos resultados nos indican que la especie reactiva
formada esta siendo capturada parcialmente y por lo tanto no reacciona en su totalidad con
la L-KYN. En la figura 7 se muestran los cromatogramas representativos de los ensayos

realizados con L-KYN, demostrando la presencia de KYNA en los experimentos.
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Figura 7. Cromatogramas representativos de los experimentos realizados con L-KYN vy los
sistemas generadores de ERO detectando KYNA (flechas negras). (A) Cromatograma control de la
solucién estandar de L-KYN. (B) Deteccién de KYNA en el minuto 7 cuando se incubd L-KYN y ONOO™.
(C) La formacion de KYNA disminuye en presencia del atrapador de ONOO~, la penicilamina. (D)
Formacién de KYNA a partir de L-KYN y ¢OH. (B) El tamafio del pico en el tiempo de retencién de

KYNA disminuye cuando se agrega al ensayo el atrapador de ¢OH, el DMSO.
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6.2 Determinacion de los factores que influyen en la formacion de KYNA en

sistemas libres de células

Una vez establecidas las especies reactivas que inducen la formacion de KYNA al interactuar
con L- o D-KYN, se establecieron las condiciones que influyen en dicha actividad. En primer
lugar se probod si la concentracién del sustrato (L- o D-KYN) influye en la cantidad de KYNA
formado; para esto se incubaron concentraciones crecientes de ambos isémeros de KYN (1,
5,10y 20 uM) con ¢OH u ONOO™ y la reaccidn con ambas especies indujo la formacidn de

KYNA de manera concentracién-dependiente (figura 8).

Figura 8. Concentracion de KYNA formado por diferentes concentraciones de L- o D-KYN en
presencia de *OH y ONOOQO", los ensayos se realizaron a temperatura ambiente (~ 25° C). Los valores

se expresan en promedios £ EMS, n = 6.
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Por otro lado se estudid si el tiempo modifica la cantidad de KYNA generado en la reaccion.
Al permitir reaccionar los sustratos con las ERO por 1, 15, 30 y 45 minutos no se observan
diferencias en la formacién de KYNA, lo cual indica que la velocidad de la reaccién es muy
alta, ya que desde tiempos muy cortos se detecta KYNA en la reaccidn y estos niveles se
conservan durante mayor tiempo, sugiriendo que el tiempo no es un factor determinante

en la reaccion (Figura 9).

Figura 9. Formacidn de KYNA a través del tiempo, la deteccién de KYNA se realizd después
de 1, 15, 30 y 45 minutos. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente (~25° C), la L-
y D-KYN se usaron a una concentraciéon de 20 uM. Los valores se expresan en promedios +

ESM con n = 6 por ensayo.

Por otro lado, para establecer si la temperatura determinaba la formacion de KYNA (Figura
10), se incubd la reaccion a 4°, 21° (temperatura ambiente), 37° y 60°C, encontrando que
*OH tiene el maximo de produccién de KYNA a 37° C con ambos isémeros; lo mismo sucede

cuando se realiza la reaccidn con ONOQO-, sin embargo, al compararlo a otras temperaturas,
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la concentracion de KYNA disminuye un 60% a 4°C, y cerca del 70% a 60°C, con ambas
formas de KYN. Esto sugiere que la temperatura tiene mayor influencia en la reaccién

evocada por ONOO™ con los isémeros de KYN.

Figura 10. Formacién de KYNA en presencia de *OHy ONOQO™ al reaccionar con los isdmeros de KYN
(20 uM) a diferentes temperaturas (4°, 21°, 37° y 60°). Los valores se expresan en promedios + ESM,

n==6.

Por ultimo, para evidenciar que la actividad de las ERO determina la formacién de KYNA, se
utilizaron antioxidantes especificos como dimetil sulféxido (DMSO), que captura *OH y la
penicilamina (PEN) que captura ONOO™. De modo que al incubar L- o D-KYN (20 uM) con las
ERO en presencia de los antioxidantes, la formacién de KYNA disminuyd significativamente

en todos los sistemas (Tabla 2).
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Tabla 2. Diferencias en la produccién de KYNA entre los isomeros de la KYN y entre ONOO y OH, asi

como su disminucién por efecto del DMSO y la PEN.

*OH ONOO"~ *OH + DMSO ONOO™+ PEN
L-KYN (20 pM) 6.08 £+ 0.27 96.3 £1.27 1.94 +0.077 21.13+1
D-KYN (20 puM) 4.61 +0.065 84.5+0.88 0.83 £0.053 17.26 £1.03

Valores expresados en promedios (pmol/mg de tejido) + ESM n = 6.

6.3 Produccion de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de cerebro.

Los experimentos en sistemas bioldgicos se llevaron a cabo, en homogenados de cerebroy
cerebelo expuestos a FeSO4 (5 uM) en presencia de L- o D-KYN (20 uM), y la produccién de
KYNA se midié por HPLC. La concentracién de KYNA aumenta en presencia de L- o D-KYN en
los homogenados de cerebro, mostrando mayor aumento con la L-KYN, aproximadamente
70 pmol/mg de tejido, contra 20 pmol/mg de tejido, generados por la D-KYN. , Este
incremento se puede atribuir a la actividad de las KAT’s, estimuladas por la elevacién en la
concentracion de los sustratos, ya que dicho incremento se abate un 50% debido a la

inhibicidn de estas enzimas por el AOAA (1 mM).

Nuestros datos sugieren que el FeSO4 no tiene efecto sobre los niveles de KYNA, en los
homogenados de cerebro de rata, incluso con ambos isdmeros; esto sugiere que la
formacién de ¢OH inducida por FeSOs, no tiene el efecto mostrado en los sistemas
sintéticos, al aumentar la formacion de KYNA, sin embargo, la inhibicién de las KAT’s no

abate por completo el aumento de KYNA en presencia de FeSQ4 (Figura 11).
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Al evaluar la actividad de la KAT Il se observé que ésta aumenta en presencia de L-KYN y D-
KYN y disminuye con el inhibidor AOAA; el incremento evocado por el L-KYN es de
aproximadamente 50 % mientras que la D-KYN la incrementa un 25%; por otro lado, la

actividad enzimatica tampoco se altera por accién del FeSO4 en cerebro.

Figura 11. Efecto del FeSO,4 en la formacion de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de
cerebro de rata en presencia de L-KYN (A, C) y D-KYN (B, D). Valores expresados como promedios
ESM ANOVA de una via; ? estadisticamente diferente del control y ® estadisticamente diferente de
L-KYN/D-KYN, n = 6. P<0.05
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Sin embargo, al realizar los mismos ensayos en los homogenados de cerebro, en presencia
de los isémeros de KYN,y de ONOO™ (25 uM), esta especie reactiva si ejercié un efecto sobre
las concentraciones de KYNA en dichas muestras, a diferencia del FeSO4 que no mostré
efecto. El ONOO™ en conjunto con la L-KYN produjo aproximadamente 150 pmol/mg de
tejido, es decir, tres veces mas de lo que hace la L-KYN por si sola; incluso, la inhibicion de
la KAT I, ejercida por AOAA, no disminuye la formacidon de KYNA (aproximadamente 130
pmol/mg de tejido), lo que indica que el excedente de KYNA formado, no corresponde
totalmente a la actividad de la KAT II. Esto se evidencia con la presencia del antioxidante
NDGA que abate el incremento en los niveles de KYNA, en presencia de ONOO™ y de L- o D-
KYN. Esto sugiere que el ONOO™ es capturado o neutralizado por el NDGA y limita la reaccion
con la L- o D-KYN para formar KYNA. Lo anterior también se comprobd al evaluar la actividad
de la KAT Il, la cual no se vio alterada por el ONOO™ ni por el NDGA en los tratamientos
probados, lo que indica que la produccién de KYNA en presencia de ONOO™ es

independiente de la actividad de la KAT Il (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del ONOO™ en la formacién de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de
cerebro de rata en presencia de L-KYN (A, C) y D-KYN (B, D). Valores expresados como promedios +
ESM, n = 6. ANOVA de una via;  estadisticamente diferente del control y ? estadisticamente
diferente de L-KYN/D-KYN, € estadisticamente diferente a ONOO™ + L-KYN/DKYN. P<0.05.
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6.4 Produccion de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de cerebelo.

Los ensayos en cerebelo presentaron una tendencia similar a los realizados en cerebro, sin
embargo, la cantidad de KYNA generada por L-KYN por si solo es de aproximadamente 300
pmol/mg de tejido, es decir, casi cuatro veces mas que en cerebro, mientras que el D-KYN
produjo ~130 pmol/mg de tejido, cerca de 5 veces mas que en cerebro. En tanto que el
FeSOa, al igual que en cerebro, no tuvo efecto sobre la formacidon KYNA y no influye sobre

la actividad de la KAT Il (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de FeSO, en la Formacién de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de
cerebelo de rata en presencia de L-KYN (A, C) y D-KYN (B,D). Valores expresados como promedios +
ESM, n = 6. ANOVA de una via; ? estadisticamente diferente del control y ? estadisticamente

diferente de L-KYN/D-KYN. P<0.05.
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En los homogenados de cerebelo expuestos a ONOO™ (25 uM) se observd que, en presencia
de L-KYN o D-KYN, los niveles de KYNA incrementaron al doble cuando se comparan con los
niveles producidos por la L- o D-KYN por si solas. De la misma manera que ocurridé en
cerebro, este incremento dado por el ONOO™ y ambos isdmeros de la KYN no se abatié al
inhibir la KAT Il con AOAA, pero si con la administracién del antioxidante NDGA, lo que
apunta a que la interaccién entre ONOO™ y los isomeros de KYN aumentan la formacidon de
KYNA en cerebelo (Figura 14). No obstante, cabe mencionar que este incremento en KYNA

evocado por el ONOQO™ resulta ser mayor en cerebelo que en cerebro (Tabla 3).
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Figura 14. Formacion de KYNA y actividad de la KAT Il en homogenados de cerebelo de rata en
presencia de ONOO™, L-KYN 20 uM (A, C) y D-KYN 20 uM (B, D). Valores expresados como promedios
+ ESM, n = 6 . ANOVA de una via; ? estadisticamente diferente del control, ? estadisticamente

diferente de L-KYN/D-KYN, € estadisticamente diferente a ONOO™ + L-KYN/DKYN. P<0.05.
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Tabla 3. Incremento de |la formacion de KYNA en las diferentes condiciones estudiadas.

L-KYN + D-KYN +

Tejido Control L-KYN D-KYN L-KYN + FeSO4 D-KYN + FeSO,4 ONOO- ONOO-

Cerebro 15.27 £3.5 67.4+3.7 248+1.3 77.4+33 316+2.2 155.4+6.9 590+3.1

Cerebelo 26.35+2.22 300+£7.9 119.2+11.65 3059+23.8 149.7+8.3 6199+33.38 200.5+5.6

Valores expresados en promedios (pmol/mg de tejido) + ESM.

6.5 L-y D-KYN previenen la formaciéon de ERO y peroxidacion de lipidos

La formacion de ERO se evalué mediante el método de fluorescencia del diacetato de
diclorofluoresceina. Utilizando homogenados se observé que tanto el FeSO4 como el
ONOO™ promovieron un aumento en la formacion de ERO respecto al control, asimismo,
este aumento en las ERO generd dafo oxidante reflejado en la peroxidacion de lipidos en
ambos tejidos. Sin embargo, ambos isémeros, L- y D-KYN previnieron la formaciéon de ERO
y disminuyeron la peroxidacion de lipidos en cerebro y cerebelo, lo cual sugiere que los
isomeros de KYN estan interaccionando con las ERO producidas y esto llevaria a la

formacién de KYNA (Figura 15).
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Figura 15. La formacidon de ERO y la peroxidacién de lipidos inducida por los pro-oxidantes es
atenuada por la L-KYN (20 uM) (A, C) y D-KYN (20 uM) (B, D) en homogenados de cerebro. Valores
expresados en promedios + ESM, n = 6. ANOVA de una via ? estadisticamente diferente al Control, ®

diferente a ONOO™/FeS0O,. P<0.05.

En homogenados de cerebelo, la L- y la D-KYN tuvieron el mismo efecto que en cerebro al
prevenir la peroxidacién de lipidos y el incremento en las ERO producido por el FeSO4 vy el

ONOO™ (Figura 16).
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Figura 16. La formacion de ERO y la peroxidacién de lipidos son atenuadas por la L-KYN (20 uM) (A,
C) y D-KYN (B, D) en homogenados de cerebelo. Valores expresados en promedios + ESM, n = 6.

ANOVA de una via ? estadisticamente diferente al Control, ® diferente a ONOO"/FeSO,. P<0.05.
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6.6 Incremento en las concentraciones de KYNA en cultivos primarios de

astrocitos

Se analizé la produccién de KYNA en cultivos primarios de astrocitos para establecer si el
efecto observado en los homogenados de cerebro y cerebelo era reproducible en células
viables. Los astrocitos indujeron produccidn muy alta de KYNA en presencia de L-KYN, cerca
de 300 pmol/10,000 células, mientras que en presencia de D-KYN aumentd
aproximadamente 100 pmol/10,000 células. La exposicién a FeSO4 no tuvo efectos sobre
las concentraciones de KYNA, al igual que en los homogenados de tejido, mientras que el
ONOO™ indujo un incremento significativo en la formacion de KYNA, incluso al inhibir la KAT
Il. Por otra parte, la actividad de la KAT Il no se alteré por el ONOO~, por lo que en los
astrocitos también se puede descartar la actividad de la enzima en el aumento en KYNA

(Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Produccién de KYNA y actividad de la KAT Il en presencia de FeSO, en cultivos primarios
de astrocitos. Valores expresados en promedios + ESM n =6. ANOVA de una via, ? estadisticamente

diferente del control, ? estadisticamente diferente de L-KYN + FeSO.. P<0.05.
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Figura 18. Produccion de KYNA y actividad de la KAT Il en presencia de ONOO™ en cultivos primarios
de astrocitos. Valores expresados en promedios + ESM n =6. ANOVA de una via, ? estadisticamente

diferente del control, ? estadisticamente diferente de L-KYN + FeSO4. P<0.05.
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7. DISCUSION

En este trabajo se ha demostrado que la interaccidon entre ambos isémeros de KYN y ERO
llevan a la formacion de KYNA, lo cual es comprobado por su identificacion y cuantificacién
usando HPLC . En primera instancia, se probaron los sistemas sintéticos de especies
reactivas (0z¢~, H,02, *OH y ONOQO7) y se encontrd que sélo «OHy ONOO™ fueron capaces
de inducir la formacién de KYNA . Anteriormente se ha observado la capacidad de L-KYN
para ejercer actividad antioxidante en diversos modelos experimentales, incluyendo los
sistemas sintéticos que se emplearon en el presente trabajo y en modelos bioldgicos(P,
2012). Los datos presentados en esta tesis concuerdan con dicho trabajo e incluso en el
presente estudio, se demostrd que la D-KYN podria tener el mismo efecto al capturar
especies reactivas. No obstante, en otros trabajos se ha encontrado, mediante estudios
electroquimicos, que la L-KYN no posee propiedades para efectuar alguna actividad redox
en la célula, en comparacidén con otros metabolitos de la via que si poseen un potencial
redox (Giles, Collins, Stone, & Jacob, 2003), sin embargo, queda clara la gran capacidad que
tiene la L-KYN de interaccionar con las ERO dadas las evidencias antes citadas. Con los
resultados presentados no sélo establecimos que la interaccidn de L-KYN con especies
reactivas tiene efecto sobre los niveles de KYNA, sino que también el isémero D- induce
este efecto, ademas de que lo puede hacer a través de otros mecanismos previamente

descritos (Fukushima et al., 2009; Perez-de la Cruz et al., 2012).

Los resultados aqui presentados hacen evidente que no todas las especies reactivas

probadas interaccionan con la KYN para formar KYNA; incluso, en los sistemas bioldgicos
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donde sélo tuvo efecto el ONOO" sin embargo no se puede descartar del todo la actividad
del *OH dados los resultados que arrojo en los sistemas sintéticos donde este radical si fue
capaz de inducir la formacién de KYNA. Es posible que al probar otros modelos de induccion
de este radical se obtengan distintos efectos. Asimismo, se sabe que varias de las especies
reactivas conocidas dan lugar a la formacion de otras especies diferentes derivando una
serie de reacciones en cadena, lo cual implica que probablemente estén participando varias
especies en paralelo, potenciando el efecto al reaccionar con L-KYN. Un ejemplo de esto es
el que se ha descrito donde la hidrélisis de ONOO™ puede generar *OH (Beckman, Beckman,
Chen, Marshall, & Freeman, 1990; Kaur, Whiteman, & Halliwell, 1997) y quiza ambos

pueden interactuar con la L-KYN y generar un efecto sinérgico en la produccion de KYNA.

Por otra parte, al evaluar las condiciones que influyeron en la reaccién se encontrd que la
formacién de KYNA es dependiente de la concentracion de la L-y la D-KYN, y que el ONOO™
genera mayor cantidad de KYNA que *OH y a su vez la L-KYN tiene mayor efecto que la D-
KYN, por lo que la combinacién con ONOO™ es la mas eficiente en la formacién de KYNA.
Cuando se evalud si el tiempo era determinante en la reaccidn, se observd que este no
afecta el curso de la accion de las ERO sobre la L- y la D-KYN; tal parece que la reaccién es
instantanea y el producto final no cambia, manteniéndose constantes las concentraciones
de KYNA formado en el sistema a temperatura ambiente (~25° C). Esto también indica que
posiblemente los productos que se forman en la reaccidn son estables, es decir, que quiza
no se formen nuevas especies reactivas o subproductos muy reactivos que interfieran en la

formacioén de KYNA, al menos en los tiempos evaluados en este trabajo.
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En los sistemas de quimica combinatoria se determind si variar la temperatura a la que se
efectua la reaccion, tiene consecuencias sobre el producto y los resultados obtenidos
muestran que a baja temperatura (4° C) la cantidad de KYNA es menor en comparacion a
la formada a temperatura ambiente (~25° C) y a 37° C, siendo ésta ultima a la cual se forma
la mayor cantidad de KYNA, lo que sugeriria que a la temperatura interna fisioldgica se
favoreceria la formacion de KYNA en presencia de ERO y KYN. No obstante, se observé que
a 60°C las concentraciones de KYNA disminuyen en los sistemas sintéticos, probablemente
por la rdpida degradacién de los reactivos. Finalmente, en los experimentos en los sistemas
sintéticos se pudo evidenciar el papel determinante que jugaron las ERO en la formacién de
KYNA ya que al agregar DMSO o PEN, que capturan con eficiencia *OH y ONOO-,
respectivamente (Floriano-Sanchez et al., 2006), disminuye la cantidad de estas especies

disponible para reaccionar con la L- y la D-KYN y atenuando asi la produccién de KYNA.

Los resultados obtenidos en homogenados de cerebro y cerebelo hicieron evidente que sdlo
el ONOO™ indujo un aumento significativo en las concentraciones de KYNA, en comparacion
al *OH, que no presento tal efecto; similar a lo obtenido en los sistemas sintéticos donde la
produccién de KYNA evocada por el ONOO™ fue mayor que la que indujo el *OH y de nuevo,
este efecto del ONOO™ se atenud por la presencia de un antioxidante como el NDGA:,
Aunado aesto, se tiene que la actividad de la KAT Il no se alterd por la presencia de ONOO™,
lo que indica que este anidn no incrementa la actividad de la enzima y su efecto se debe a
otra interaccion que, a la luz de los resultados, incluye la reaccién con la L- y D-KYN. No
obstante, el método para medir actividad enzimdatica empleado en este trabajo, es

especifico para medir a la KAT Il y se debe tener en cuenta que existen mas isoformas de la
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KAT, de las cuales no podemos descartar del todo su actividad en los experimentos, ya que
también emplean a la L-KYN como sustrato. Sin embargo, fisioldgicamente, se sabe que la
KAT Il es a la que se le confiere la mayor produccién de KYNA en la célula (Guidetti et al.,
1997; Han et al., 2009) por lo que al inhibirla via el AOAA, se atenua la mayor proporcién
del aporte de KYNA lo que permite observar el efecto de las especies reactivas. Otro dato
interesante es la diferencia observada entre los homogenados de cerebro y los de cerebelo,
incluso incubando las muestras sélo con los precursores (Tabla 3); el cerebelo indujo un
incremento de casi 5 veces mayor que en los homogenados de cerebro. Esto representa un
nuevo paradigma sobre los procesos de formacion de KYNA, ya que como describié Turski
y cols.(Turski et al., 1988), el cerebelo es la region en la que se detecté la menor cantidad
de KYNA respecto a otras areas. Suponiendo que bajo algun estimulo, como un insulto
oxidante en el caso del presente trabajo, se genere una gran cantidad de KYNA, en este
sentido seria de gran importancia estudiar los procesos que pudieran estar involucrados en
esta gran diferencia en la formacion de KYNA entre cerebro y cerebelo y plantear preguntas
como: 1) écudles son las propiedades que le confieren al cerebelo aumentar los niveles de
KYNA que difieren de los presentes en el resto del cerebro?, 2) ¢se observaran diferencias
entre otras regiones del cerebro como el cuerpo estriado, hipocampo, corteza, etc?y 3) éel
KYNA producido a partir de la interaccion entre las ERO y la L-y D-KYN tendra algun efecto
bioldgico protector o afectara a los diversos sistemas en los que se ha descrito puede ejercer
su accién? Estas preguntas se podran responder continuando con el estudio sobre esta
nueva ruta de formacién de KYNA y probar si este efecto se observa en diferentes modelos

de estrés oxidante.
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Por ultimo, uno de los objetivos de este trabajo fue ofrecer una propuesta sobre los pasos
involucrados en la reaccion entre la KYN y las ERO y con base a los resultados obtenidos se
contempla la reaccion dada entre el ONOO™ y la KYN en un medio acuoso (Figura 19). La
reaccion inicia cuando el ONOO™ oxida al grupo amino en la posicién 2 del anillo aromatico
de la L-KYN, generando un amino radical (¢NH) que ataca al carboxilo unido al carbono alfa
oxidandolo y generando un carboxilo radical. En el paso 2 de la reaccion se da el cierre del
anillo para formar la quinolina, que se caracteriza por presentar dos anillos aromaticos y un
amino en la posicién 1. A continuacidn la molécula sufre la desaminacidn del carbono alfa
resultando en la liberacién de amoniaco (NH3s) y un hidrégeno. En el cuarto paso, el doble
enlace de la cetona en posicién 4 sufre una ruptura del doble enlace derivando en la
formacién de un hidroxilo en la misma posicidn. En el quinto paso se libera el electrén del
carboxilo radical en la posicidon 2 dada por oxigeno. Por ultimo se libera un hidrégeno que

al reaccionar con un hidroxilo del medio formaria agua.
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Figura 19. Formacion de KYNA a partir de la reaccién entre L-KYN y ONOO. Establecida por
el Dr. Miguel Angel Garcia Sanchez, Universidad Auténoma Metropolitana lIztapalapa

(2013).
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se planted determinar la formacién de KYNA en diversos modelos de
formacién de ERO tanto sintéticos de quimica combinatoria, como bioldgicos como
homogenados de cerebro, cerebelo y cultivos primarios de astrocitos. En primer lugar se
demostré que L-KYN tiene la capacidad de reaccionar con diferentes ERO, como se habia
reportado con anterioridad (P, 2012). Este aminodcido tiene la capacidad de reaccionar con
radicales libres, sin embargo, fue posible determinar que posterior a esta accidn se produce
la formacién de KYNA, (cuyos niveles se midieron por HPLC) y esto sucede
independientemente de la actividad enzimatica de la KAT Il. No obstante, es deseable y
como parte de la culminacién de este proyecto, evidenciar la presencia de KYNA en estos
modelos a través de otras metodologias de deteccién y cuantificacion de compuestos como
la espectrometria de masas o incluso la resonancia magnética nuclear, que en conjunto nos
brindaran mayor informacién para comprobar la formacién de KYNA. Por dltimo, éste
trabajo se une a la gama de estudios que se han realizado recientemente sobre las diversas
vias que pueden estar involucradas en la produccién de KYNA, que ofrecen posibles
explicaciones sobre las observaciones en diversas enfermedades o modelos, donde las
concentraciones de éste metabolito sufren un incremento que no puede ser totalmente
explicado por la actividad de las KAT’s. Asi, también seria de gran relevancia investigar el
efecto que produce este incremento de KYNA, dado por las ERO sobre sistemas bioldgicos

y en diferentes modelos experimentales y complementar la informacién que ha surgido
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recientemente, sobre los posibles efectos deletéreos que podria ejercer el KYNA dada su

actividad antagdnica sobre receptores NMDA y a7-nicotinicos.
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