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Efecto del fierro, cobre y plomo en la produccién de los
metabolitos de la via de la kinurenina en astrocitos primarios de
rata y rebanadas cerebrales
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INTRODUCCION

Generalidades de los metales

Los metales forman parte de las familias | A (alcalinos), Il A (alcanotérreos), IlIA y IV
(metales del bloque p) y I-B a VIII-B los metales de transicion. Los metales tienen un papel muy
importante en los sistemas vivos realizando diversas funciones como estabilizadores de
estructuras bioldgicas y por ende como parte estructural (por ejemplo, hemoglobina), activadores
enzimaticos, componentes de sistemas redox (por ejemplo la superdxido dismutasa) y ademas son
capaces de intervenir en procesos del metabolismo celular. El balance de estos metales dentro del
sistema bioldgico es muy importante, ya que el exceso de ellos los convierte en elementos téxicos
(Fl6rez, 2012; Ferrer, 2003).

En el sistema nervioso central (SNC) los metales de transicidon son necesarios para el buen
funcionamiento de éste, dado que estan involucrados en procesos como la mielinizacién, sintesis
de neurotransmisores, respiracion mitocondrial, como cofactores para enzimas, expresion génica,
etc. A pesar de lo anterior, se ha evidenciado que los metales de transicidén estan involucrados en
desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y Huntington, ya
que se ha encontrado acumulacién de éstos en pacientes con estas enfermedades
neurodegenerativas (Rivera-Mancia et. al., 2010).

Por otra parte, existen metales que no tienen una aparente funcién biolégica como el
plomo, cadmio, arsénico, etc., sin embargo se encuentran distribuidos ampliamente en el
ambiente y aparecen en los sistemas bioldgicos como el sistema nervioso central ya que son
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica, teniendo un efecto téxico en el organismo,
provocando desbalances en otros metales, cambiando la homeostasis celular o produciendo
reacciones de oxidacion (Ercal et al., 2001).

En este contexto, la generaciéon de estrés oxidante ha sido considerada uno de los
principales mecanismos por el cual los metales causan toxicidad, debido a que son capaces de
llevar a entidades quimicas altamente reactivas llamadas radicales libres, los cuales poseen la
habilidad de causar peroxidacion de lipidos, oxidacién de grupos sulfhidrilos de proteinas, dafio al
DNA y otros efectos severos. Adicionalmente, se sabe que los metales pesados al generar especies
reactivas de oxigeno (ERO) llevan a los efectos téxicos reflejados en hepatoxicidad, nefrotoxicidad
asi como neurotoxicidad tanto en animales como en humanos (Leonard et al., 2004; Chen 2001).

Fierro

El fierro (Fe) es un metal con un nimero atémico 26 y una masa molecular de 55.85 g/mol.
Se encuentra disponible en la naturaleza como parte de muchos minerales y dxidos, ademas de
alimentos de origen animal y vegetal. La absorcién de fierro se da por medio del intestino, y se
distribuye ampliamente en miusculo (mioglobina), higado (almacenamiento), médula &sea,
eritrocitos, macréfagos, etc. Un cuerpo humano adulto tiene en promedio de 45-55 mg de fierro
por kilo (Rodriguez, 2009).
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El fierro es un metal esencial en procesos celulares, las 2/3 partes del fierro organico es
fierro funcional y la otra tercera parte estd formando parte de enzimas como la hemoglobina,
mioglobina, ferritina, hemosiderina, citocromo P450, etc., es muy util porque funciona como un
donador-aceptor de electrones. Ademas el fierro funciona como transportador de oxigeno,
participa en la transferencia de electrones y sintesis de ADN; asi como tiene un papel funcional en
el cuerpo, estas mismas funciones pueden ser peligrosas, ya que su oxidacion espontanea lleva a
la produccién de radicales libres y asi a la reducciéon de moléculas celulares. La entrada de Fe a la
célula se da por medio del transportador DMT1. En el cuerpo humano existen depdsitos de
almacenamiento de fierro, por ejemplo, la sangre (Rodriguez, 2009).

Adicionalmente, el fierro se ha relacionado con la EA, se ha sugerido su presencia en
placas seniles y fibras neurofibrilares, ademas de que se ha responsabilizado de la generacion de
radicales libres que contribuyen a la agregacién de A-beta promoviendo la unién de mondmeros
(Cheah et al., 2004).

En pacientes con EP el fierro se ha encontrado en concentraciones diferenciales en el
cerebro. Las concentraciones de este metal se encuentran reducidas en el globo pdlido e
incrementadas en sustancia nigra pars compacta. La acumulacion de fierro puede ser la causante
de muerte neuronal (Dexter et al., 1989), y se propone como el principal mecanismo de dafio en el
SNC de estos pacientes. El consumo celular de fierro incrementa por estimulaciéon de los
receptores NMDA, ya que éste activa a la 6xido nitrico sintetasa conduciendo a la activacién de
proteinas Dexras 1 las cuales via DMT1, inducen el consumo de fierro (Cheah. et al., 2006).

En la EH, el fierro se ha encontrado incrementado en el nucleo caudado, putamen vy
ganglios basales (Dexter, 1992), ademas de encontrar los niveles de ferritina incrementados. Lo
han sugerido como un causante de la expresién de la huntingtina. Por otra parte, algunas enzimas
dependientes de fierro como la acotinasa y complejos de la mitocondria I-IV estan disminuidas en
pacientes con HD, lo que indica que probablemente las altas concentraciones de fierro podrian
perturbar de manera indirecta el metabolismo energético por la generacidon de radicales libres
(Browne et al., 1997).

En EAL los niveles de fierro se han encontrado incrementados y el fierro esta posiblemente
relacionados con el dafo oxidante a través de la reaccion de Fenton. Han sugerido que el
incremento de este metal es porque se incrementa el consumo de éste (Berg y Youdim, 2006).

El efecto del fierro no se limita a las enfermedades neurodegenerativas, si no que existen
modelos en donde el efecto del fierro es téxico. La sobrecarga de fierro en rebanadas cerebrales
produce un aumento en la lipoperoxidacién de manera dosis dependiente cuando complejos de
fierro con 8-hidroxiquinolina fueron agregados a las preparaciones (Oubidar et al., 1996).
Rebanadas cerebrales expuestas a dosis crecientes (2, 10 y 50 uM) de Fe(lll) acomplejado con un
lipofilico o hidréfilico muestran un aumento en la cantidad de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBA-RS), indicando que hay un aumento en la peroxidacién de lipidos, y concluyen
que el fierro celular es mas propenso a causar un dafio que el fierro extracelular (Demougeot et
al., 2000). Por otra parte se ha observado en cultivos corticales que el citrato de fierro (1, 10 y 30
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UM) es capaz de aumentar la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa hasta un 60% en
comparacion del control, el co-tratamiento de fierro con algunos queladores no funciond en forma
protectora, al contrario, aumentaron su actividad téxica (Rush et al, 2009).

Cobre

Especificamente, el cobre (Cu) es un elemento con numero atdmico 29 y una masa
atémica de 63.546 g/mol. Se encuentra en forma Cu'* y Cu*, principalmente en rocas, agua (mas
en la de mar que la dulce), sedimentos y en aire; se encuentra disponible en el ambiente gracias a
las fabricas que lo utilizan como materia prima, agua residual doméstica, combustibles fésiles y
combustidon de desperdicios. La absorcidon del cobre se da principalmente por el intestino, es
transportado hacia el higado y de éste es repartido hacia sangre, cerebro y demas drganos.
(Mercer, 2001)

El cobre actia como un cofactor de enzimas que estdn relacionadas en la produccién de
hormonas (dopamina hidroxilasa) y tejidos, estd involucrado en el metabolismo del fierro y en la
inactivacion de aminas bioactivas; ademas de ser parte de factores de coagulacién y de enzimas
como citocromo oxidasa, superdxido dismutasa dependiente de Zinc/Cu (SOD 1), ceruloplasmina y
tioneinas. En el SNC el cobre es necesario para la respiracion mitocondrial, para la biosintesis de
neurotransmisores. La distribucion de este metal en el SNC se da por transportadores como el
transportador de cobre |, la ATPasa transportadora de cobre tipo P (ATP7A para cobre) y el
transportador divalente de metales (DMT1) (Fumero, 2013; Madsen y Gitlin, 2007; Pefia et al.,
1999).

Se ha reportado que las células que tienen mayor influencia en la homeostasis del cobre
son los astrocitos, este tipo celular controla la homeostasis cerebral, ademas de ser
probablemente el lugar de deposicion de metales como el cobre y el plomo. En los ultimos afios se
ha sugerido que los astrocitos participan activamente en el desarrollo varias enfermedades
neurodegenerativas (Tiffany-Castiglioni, 2011). En este contexto, el cobre se ha asociado a
diversas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad
del Parkinson (EP), enfermedad de Huntington (EH) y la esclerosis amiotrofica lateral (EAL).

En la EA hay un desbalance en la homeostasis del cobre; un alto contenido de este metal
fue encontrado de las placas amiloides y se sugiere que el cobre tiene una alta afinidad por Abeta,
produciendo toxicidad por la produccion de perdxido de hidrégeno (H,0,), llevando a una cascada
de formacidon de radicales libres y estrés oxidante que llevan a la muerte neuronal.
Adicionalmente, se ha observado que el complejo Abeta-cobre puede llevar a la inhibicion de la
citocromo oxidasa Cy promueve la agregacion de proteinas. La deficiencia de cobre puede alterar
la actividad de proteinas de unidn a cobre en EA, ademas de que se ha encontrado una actividad
reducida en la SOD (Atwood et al., 2000; Cater et al., 2008).

Por otra parte, la EP ha sido correlacionada con el tiempo de exposicidon a este metal, es
decir, se corre mas riesgo de padecerla cuando se estd expuesto a mas de 20 afos al cobre y
aunque las concentraciones de cobre se han visto alteradas en pacientes con esta patologia, éstas
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no han sido muy claras. La concentracién de cobre en el cerebro se ve disminuida en ciertas
regiones (nucleo caudado y sustancia nigra pars compacta), pero se mantiene sin cambios en el
liquido cerebro espinal (Rivera-Mancia et al., 2010)

En la EH las concentraciones de cobre se han encontrado tanto disminuidas como
incrementadas, pero la concentracion de cobre libre en liquido cerebroespinal se ha asociado con
la etapa clinica y el tiempo después de la enfermedad, ademas de que éste es el que posiblemente
ayuda a la agregacion de la huntingtina (Dexter et al., 1992; Fox et al., 2007).

Se ha sugerido que en EH y EP el cobre libre es capaz de generar ERO y radicales libres por
medio de la reaccidn de Fenton, llevando asi a la generacidn de estrés oxidante, muerte neuronal
y neurodegeneracion (Rivera-Mancia et al., 2010).

En EAL las concentraciones de cobre se han visto alteradas al igual que en las demds
patologias pero en ésta, esas concentraciones afectan directamente a la SOD, ya sea en la unidn
del metal con la SOD o bien, mutaciones en la enzima afectando su estructura y llevando a
agregacioén de proteinas con efecto tdéxico, dafio oxidante y muerte celular (Rivera-Mancia et al.,
2010).

Ademads de esta evidencia, existen reportes en donde el cobre actia como toéxico. En
rebanadas cerebrales el cobre es capaz de reducir la plasticidad sinaptica y los potenciales
mediados por NMDA, incluso en concentraciones bajas (1 uM) (Doreulee y Yanovsky, 1997); de la
misma manera en ratas tratadas con cobre en el agua se observa una ausencia de la potenciacion
de estimulos a largo plazo, sugiriendo que el cobre reduce la sensibilidad sindptica y también la
capacidad de facilitacidn. Estos efectos representan una alteracidn en la plasticidad asociada con
el aprendizaje y la memoria (Goldschmith et al., 2005).

La sobrecarga de cobre (20-80uM de Cu(NOs),) en lineas celulares de higado y pulmdn
induce muerte celular por activacidon diferencial de calpainas y caspasas, también provoca la
reduccion en el marcador de MTT, disminuyendo la viabilidad celular, incrementa las ERO y la
peroxidacién de lipidos (Arnal et al., 2012). Un estudio similar pero in vivo sugiere que el cobre
administrado intraperitonealmente o via oral, provoca el aumento en los marcadores oxidantes,
sugiriendo que estos hallazgos son de vital importancia para ver el papel del cobre en el
metabolismo cerebral y la sobrevivencia neuronal (Arnal et al., 2014). En cultivos astrocitos, el
cobre (10 uM 0-17 h) induce dafio oxidante, demostrado por el aumento de hidroperdxidos y la
disminucion en la viabilidad celular (Watt y Hooper, 2001).

Plomo

El plomo (Pb) es llamado un metal pesado y como sabemos no es un metal que se
encuentre de manera normal dentro del cuerpo humano. Este metal tiene un nimero atdmico de
82 y un peso molecular de 207. 2 g/mol. El plomo de manera histérica ha estado presente en el
ambiente ya que su ductilidad, alta densidad, poca reactividad quimica, su facil extraccion, su
abundancia y relativo costo lo hicieron una materia prima de diversos procesos tecnoldgicos. El
plomo fue usado en pinturas en los afios 60’s, actualmente se utiliza como un recubrimiento de
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pipas que transportan agua; la biodisponibilidad del plomo en la actualidad estd en las minas
abandonadas, agua doméstica, en el aire, material para soldar, baterias, cosméticos, etc. (Garza et
al., 2005)

El plomo entra al cuerpo por medio de la inhalacién, por absorcidon de la piel, por
absorcién en el intestino y entra a las células de una manera muy facil, ya que utiliza sistemas de
transporte de calcio, zinc, magnesio que el cuerpo utiliza, tal es el caso del transportador divalente
de moléculas cationicas 1 o DMT1 (DCT1) (Ballatori, 2002); ademas el plomo tiene efecto en los
receptores para NMDA, canales de potasio activados por voltaje, receptores colinérgicos y canales
de calcio activados por voltaje. En estos Ultimos transportadores (canales de calcio activados por
voltaje) son por los que el plomo tiene una gran afinidad por el transportados, haciendo que el
transportador se bloquee por la acumulacidon de moléculas de plomo a través de él (Garza et al.,
2005). Por otra parte, el plomo se une a la calmodulina, una proteina la cual actua en las
terminales sinapticas como un sensor de las concentraciones de calcio libre y como un mediador
de la liberacién de neurotransmisores (Sharma B et al., 2014).

El principal mecanismo de toxicidad del plomo se da por la sustitucién de iones calcio de
algunas proteinas, ya que es éstas cambian su estructura e incluso su funcién. Los ejemplos mas
comunes son las moléculas de adhesion/sefializacion intercelular como las moléculas de adhesion
de células neuronales (NCAM) y las cadherinas, con lo cual es capaz de alterar los sistemas de
sefializacion. Ademads, se ha observado que el plomo tiene un efecto muy grande en organelos
como la mitocondria dado que se acumula dentro de ella, reduciendo el metabolismo energético
celular, favoreciendo la produccién de ERO, ademas de inhibir la entrada de calcio y promoviendo
la salida de éste de la mitocondria (He et al.,, 2000). En el reticulo endoplasmico inhibe el
funcionamiento de la ATPasa de calcio y provoca la acumulacién de proteinas mal plegadas en
células. En el nlcleo se une a cromatina y proteinas nucleares (Garza et al., 2005).

Adicionalmente, el estrés oxidativo inducido por el plomo incluye dafio a la membrana
celular y DNA, asi como a enzimas (catalasa, SOD, GPx, y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) y
antioxidantes no-enzimaticos como el glutation en sistemas animales y humanos (Valko et al.,
2005, Flora et al., 2008). Por otra parte, el plomo induce cambios en la composicion de lipidos y
proteinas de membrana de células rojas e inhibe la sintesis de hemoglobina (Valko et al.,
2005, Flora et al., 2006).

Diversos trabajos han reportado que el plomo aln a concentraciones bajas puede causar
anormalidades conductuales, deterioro de la audicién, del aprendizaje y funciones cognitivas en
humanos y modelos experimentales en animales (Lancranjan et al.,, 1975; Ruff et al., 1996).
También se ha demostrado que el plomo causa una disminucidon permanente en la capacidad
cognitiva en nifios (Lockith et al., 1993). Se ha observado que los efectos de este metal en el SNC
son mds graves durante el desarrollo. En este contexto, la exposicion de nifios a plomo se
correlaciona con decremento en el coeficiente intelectual.
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Como hemos descrito, la toxicidad por exposicién a metales pesados conlleva a muchos
otros factores de toxicidad, como el dafio oxidante, el déficit energético, deterioro cognitivo y la
muerte celular, entre otros.

Estrés oxidante

En un organismo sano existe un balance éxido-reduccion, pero cuando este desbalance se
rompe da paso a el estrés oxidante que se define, como el desbalance entre la produccién de
especies reactivas y la actividad de los sistemas antioxidantes; este desbalance se puede deber al
exceso de oxidantes en el medio o el mal funcionamiento del sistema antioxidante (Shukla et al.,
2001), provocando que la célula entre en un estado de toxicidad por especies reactivas de
nitrogeno (ERN), especies reactivas del oxigeno (ERO) y radicales libres.

Las ERO son moléculas que pueden interaccionar con componentes celulares y pueden ser
especies radicales, que son aquellas que tienen un atomo desapareado en la drbita externa y se
forman por una ruptura homolitica y los no radicales. Los radicales se forman a partir del oxigeno
molecular y dara paso a otros radicales como el singulete de oxigeno ('0,), anién superdxido (0,
), peréxido de hidrégeno (H,0,, no radical) y radical hidroxilo (¢OH). Las especies reactivas del
nitrégeno, como el 6xido nitrico pueden reaccionar con el 0, y formar peroxinitrito (ONOQ™) y
este a su vez puede dar lugar al 4cido peroxinitroso y formar «OH (Selva-Rivas et al., 2011).

Las ERO participan en vias de sefializacién ya que median la transduccién de sefiales que
regulan la respuesta al estrés oxidante y asi son responsables de la expresion de las enzimas
antioxidantes y sistemas de defensa relacionados, pero también son moduladores de la respuesta
inflamatoria y son responsables de procesos fisiolégicos como la regulacion de la constriccion
vascular y la regulacién de la presidn del oxigeno. Las ERO son capaces de activar la via de las MAP
cinasas que a su vez activan proteinas con importancia en la modulacién de funciones celulares
especificas como expresién de receptores, sintesis de neurotransmisores, produccién de
neuropéptidos, etc. Sin embargo, se sabe que las ERO tienen efectos nocivos en la célula ya que
pueden interactuar con componentes celulares como proteinas, lipidos y DNA. El efecto de la
oxidacion de proteinas se puede dar a nivel de sitios de unién o la conformacidn estructural de las
proteinas; la oxidacion de DNA puede provocar mutaciones y tener un efecto directo en la
replicacion; la oxidacion de lipidos, principalmente acidos grasos insaturados, puede generar
peroxidacién de lipidos, los cuales a su vez pueden oxidar a los lipidos cercanos y finalmente
generar una reaccion en cadena cuyos productos de esta reaccidon son el 4-hidroxinonenal y
malonaldehido, los cuales sirven como marcadores de esta reacciones (Selva-Rivas et al., 2011,
Coyle y Outtfarcken, 1993; Andersen, 2004).

La produccion ERO se da de manera natural dentro de la célula a causa de procesos
metabdlicos como la oxidacién de moléculas pequefas. Las enzimas son una de las principales
fuentes de produccién de ERO ya que generan radicales libres durante su ciclo catalitico (xantina
oxidasa, triptéfano dioxigenasa, etc.). La mitocondria es el organelo que consume mas del 90 % de
oxigeno de la célula y es el mayor productor de radicales debido al metabolismo del oxigeno que
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consume. Estructuras celulares como el reticulo endopldsmico y la membrana nuclear contienen
citocromos (P450 y b5) que son capaces de oxidar a acidos grasos insaturados. Otra de las fuentes
productoras de ERO son los peroxisomas ya que por su alta concentracion de oxidasas son fuente
de produccién de H,0,. Aunado a esto se sabe que también las ERO pueden ser producidas por
agentes externos como son los fuentes ambientales como el ozono, pesticidas, hiperoxia, el humo
de tabaco, solventes, anestésicos, hidrocarburos aromaticos, etc. (Selva-Rivas et al., 2011).

El estrés oxidante es importante en el desarrollo en las enfermedades degenerativas como
la diabetes o el cdncer pero también en desdrdenes neurodegenerativos como el Alzheimer,
Parkinson o Huntington, incluso en la vejez, sin embargo aun no se tiene claro si el estrés oxidante
€S una causa o una consecuencia de cada una de ellas, pero todas ellas tienen en comun factores
como: la disfuncion mitocondrial, estrés oxidante, presencia de agregados anormales de
proteinas, excitotoxicidad y alteracién del metabolismo de fierro (Shukla et al., 2011).

Uno de los érganos mas vulnerables al dafio oxidante es el sistema nervioso central debido
a que esta compuesto por una alta cantidad de lipidos, por la demanda de oxigeno que requiere
para su alta actividad y ademds por los bajos niveles de expresidon y actividad de sistemas
antioxidantes. Es claro que para el buen funcionamiento del SNC es necesario que las conexiones
entre células neuronales sean correctas; el estrés oxidante es capaz de alterar estas conexiones
produciendo dafio oxidante, pérdida de procesos (como la comunicacién neuronal), la muerte de
las sinapsis y la alteracion de formacién de nuevas células. Las especies reactivas producen
oxidacion de lipidos, proteinas y DNA, desacoplamiento de proteinas e incluso cambia la
membrana celular produciendo un desbalance neuronal. Smythies (1999) propone que es muy
importante un estado redox en la plasticidad cerebral en el cual un ambiente oxidante provoca un
estado de estrés, en donde las ERO causan la eliminacidon de espinas celulares; pero que en un
ambiente antioxidante es posible que las sinapsis se conserven e incluso su nimero aumente
(Shukla, et al., 2011).

En base a estos antecedentes podemos decir que muchos factores estan involucrados con
la vulnerabilidad celular durante el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, dentro de
estos factores se encuentran el ambiente redox, la presencia de algunos metales, la
excitotoxicidad, la disfuncién mitocondrial, y todos ellos pueden converger y llevar a la
degeneracion y muerte celular. Sin embargo, es importante considerar los metabolitos endégenos
gue pueden estar influenciando ya sea de manera positiva o negativa la toxicidad inducida por
estos metales. Otro factor importante en el SNC, son los metabolitos del catabolismo del
triptéfano ya que poseen propiedades redox y neuroactivas. Se sabe que la actividad de estos
metabolitos es susceptible a los cambios en el microambiente celular.

La via de la kinureninas

El triptofano es un aminoacido esencial e indispensable ya que es utilizado para la sintesis
de niacina, serotonina y proteinas. La degradacion del triptofano toma varias rutas de degradacién
entre ellas: la formacidon de compuestos no aromaticos del triptofano, (1-2 % por la via del
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glutarato), en la via de la serotonina (1-2 %), en la biosintesis de melatoninas, en la formacion de
3-indoxisulfato (3 % por acciéon de una bacteria intestinal), en la formacion de &acido 3-
indoleacético (3-4 %); sin embargo la mayor ruta metabdlica a través de la cual se degrada mas del
90 % del triptofano es la via de la kinurenina (VK) (Allegri et al., 2003). La VK es la ruta principal de
la degradacién de triptofano en mamiferos (Pearson y Reynolds, 1992), cuyo producto final es la
formacién de nicotinamida adenin dinucleétido (NADY), una coenzima involucrada en procesos
celulares basicos, funcionando como un donador y aceptor de electrones. Esta via es muy activa,
aunque la actividad de cada una de las enzimas involucradas difiere entre especies. La VK se ha
encontrado presente en cerebro e higado en mamiferos como cerdos, ratas, ratones, conejos y
primates (Moroni et al., 1984). Recientemente se ha asociado el desbalance en la produccién de
los metabolitos de la VK con diversos desdrdenes neurodegenerativos, ya que muchos de ellos
tienen propiedades neuroactivas y redox (Lapin 1980; Stone 1993; Lugo Huitrén et al., 2011).

La VK se lleva a cabo por varios pasos, el primer paso enzimatico de la VK es llevado a cabo
por dos enzimas: triptofano-2,3-dioxigenasa (TDO) y la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), ambas
rompen el anillo de triptofano para transformarlo en N-formil kinurenina. La enzima TDO esta
altamente expresada en el higado y es capaz de metabolizar L- pero no D-triptofano, en cambio
IDO es capaz de metabolizar tanto L- como D-triptofano y se encuentra en diversos érganos del
cuerpo humano incluyendo el SNC.

El siguiente paso de la via estd a cargo de la kinurenina formidasa, la cual metaboliza a la
N-formil kinurenina en L-kinurenina., se ha encontrado en higado de caballo, rata, conejo y cerdos
(Rikio S. e Isao, I., 1969; Reyes 0., J. et al., 2014).

La L-kinurenina es la responsable de la formacidn de tres compuestos ya que es sustrato de cuatro
enzimas:

e La kinurenina aminotransferasa (2 isoformas: KAT | y KAT Il en humanos) que da paso a la
formacidn de 4cido kinurénico (KYNA). KYNA es el Unico antagonista de receptores para
NMDA enddgeno conocido hasta el momento, tiene la capacidad de inhibir a los
receptores a7-nicotinicos y ha mostrado ser un agente anticonvulsivo por estas
caracteristicas (Foster et al., 1984). Recientemente se encontré que KYNA es un atrapador
de radicales como el anién superdxido (0,), peroxinitrito (ONOO™) y radical hidroxilo
(#OH), ademas de que es capaz de reducir el dafio oxidante provocado por agentes pro-
oxidantes, por lo que es considerado un antioxidante enddgeno (Lugo-Huitréon et al.,
2011).

e La kinunerinasa que forma acido antranilico (AA). La kinunerinasa es una enzima que
preferencialmente reacciona con kinurenina. (Phillips, R.S., 2013; Reyes 0., J. et al., 2014).

e La kinurenina 3-hidroxilasa que forma 3-hidroxikinurenina (3-HK). La kinurenina 3-
hidroxilasa es una enzima que se localiza en la membrana exterior de la mitocondria y se
ha demostrado que tiene una alta afinidad por el sustrato, lo que sugiere que la
kinurenina 3-hidroxilasa metaboliza mas L-kinurenina que las demads enzimas (Moroni,
1999; Okuno et al., 1991; Pérez-de la Cruz et al., 2008). 3-HK es un metabolito del que
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existen reportes duales en donde la proponen como un potencial causante de muerte
celular y generador de ERO (Okuda et al., 1998; Nakagami et al., 1996, Goldstein et al.,
2000); ademas de provocar agregados de proteinas, interacciona con metales pudiendo
ser la causa de la formacion de cataratas (Vazquez, 2001). Por otra parte, hay otros
reportes en donde 3-HK es capaz de disminuir parametros de estrés oxidante; ademas de
que se ha observado que puede ser un atrapador de radicales libres como 0, (Goshima
et al., 1986; Wadano et al., 1993).

Posteriormente la kinureninasa lleva a cabo la formacién de acido 3-hidroxiantranilico
(HANA) a partir de 3-HK. HANA también puede ser formado a partir de la hidroxilacién de AA.
HANA es uno de los metabolitos de los que existen estudios ambiguos sobre su comportamiento y
accion en diferentes experimentos, por ejemplo, es causante de toxicidad en cultivos neuronales
sin selectividad de region (Okuda, et al., 1998), es capaz de producir dafio a proteinas por la
aparente interaccidn con los metales de éstas, ademads de producir radicales hidroxilo mediante la
reaccién de Fenton, pero a la vez, funciona como un sitio de ataque de los radicales hidroxilo
(Goldstein et al., 2000). Ademas, en diversos estudios se observa que HANA puede tener un efecto
desacoplante de la fosforilacion oxidativa y es capaz de disminuir el consumo de oxigeno
(Quagliarello et al., 1964); sin embargo, a pesar de tantos informes que indican que este
compuesto es un pro-oxidante, Leipnitz y sus colaboradores (2007) demostraron que HANA
funciona como un atrapador de radicales libres y es capaz de disminuir las especies reactivas del
oxigeno (ERO).

El HANA es el sustrato para la 3-hidroxiantranilato-3,4-dioxigenasa, la cual convierte al
HANA en un intermediario muy inestable (2-amino-3-carboximuconatosemialheido) que sufre
ciclizacién espontdnea y da lugar a acido quinolinico (QUIN) (Moroni et al., 1999; Okuno et al.,
1991; Pérez-de la Cruz et al., 2008). QUIN es un agonista de receptores NMDA, en modelos
experimentales se ha mostrado que es un agente pro-convulsivo y dentro del patrén de dafio que
genera, se encuentra la disfuncion mitocondrial progresiva, produccién de radicales libres y
muerte celular (Bordelon et al., 1997; Moroni et al., 1984). Los niveles de QUIN estan elevados en
el liquido cerebroespinal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida y en pacientes con VIH. El
QUIN ha sido un buen modelo para simular los sintomas tempranos de la enfermedad de
Huntington ya que la lesidn en estriado con QUIN en monos producen distonia y disquinesia
(Stone, 1993).

Finalmente el QUIN es convertido en NAD® por medio de la enzima &cido quinolinico
fosforibosil transferasa (Stone, 1993).
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Fig 1. Metabolismo del triptéfano: via de la kinurenina
(Tomado y modificado de Allegri et al., 2003).

Enzimas de la via de la kinurenina

La IDO es una enzima monomérica con una longitud de 403 aminodcidos y 45kDa; tiene
como sustratos indolaminas como el L-triptofano, melatonina y la serotonina, su grupo prostético
es un grupo hemo necesario para la actividad de esta enzima ademas de contar con dos moléculas
de cobre; tiene varios ligandos como el O,, CO y cianuro (O. Brady, 1975(2)), es dependiente
preferentemente de anién superéxido pero también es capaz de utilizar oxigeno molecular en
lugar de éste para romper el anillo de triptéfano (Tuhong D., et al., 2000; Werner, E. y Werner-
Felmayer, G; 2007). La IDO es inhibida por dxido nitrico y la superdxido dismutasa (Moroni, 1999;
Watanabe et al., 1981). Se ha demostrado que esta enzima tiene la capacidad de unir Cu(ll) pero
no Cu (1), ademas de que el cambio de Cu (Il) a Cu (l) se da dentro de la enzima y estd implicado
fuertemente en la catélisis de la IDO (O. Brady, 1975).
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La IDO es expresada en placenta, intestino, pulmdn, colon, bazo, estémago y cerebro. La
inhibicién de la actividad de esta enzima puede atenuar la habilidad de los tumores para evadir la
supervision inmune y promover la separacidn; sin embargo, el incremento en la actividad de la IDO
puede activar la inhibicidn de la actividad de células T y un incremento en la actividad de la via de
la kinurenina produciendo la neurotoxina dacido quinolinico, ademas de verse asociada con
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer), depresidn, cataratas relacionadas con la edad y
encefalitis VIH (Nicholas y Shane, 2007; Qiang H, et al., 2011).

La formamidasa es una enzima que se ha encontrado en higado y cerebro de caballos,
conejos, ratas y cerdos; tiene reguladores positivos como el acido ascdrbico y L-triptofano; pero
hay otros negativos, como otros metabolitos de la via como 3-HK, acido antranilico y manganeso
(Rikio S, e Isao, I., 1969; Reyes 0., J. et al., 2014).

La kinureninasa es la primera enzima piridoxal-5’-fosfato dependiente descubierta; tiene
un sitio activo muy conservado y se ha encontrado en bacterias y humanos. Es regulada positiva
por 3-HK y agua y hasta el momento no se conocen reguladores negativos; sin embargo se han
utilizado inhibidores como o-metoxibenzoilalanina (Phillips, R.S., 2013; Reyes O., J. et al., 2014).

Las KAT’s se han encontrado cuatro isoformas I-IV. La KAT | prefiere como co-sustratos el
piruvato y el piridoxal-5-fosfato; es fuertemente inhibida por los sustratos como triptofano,
fenilalanina y glutamina; se ha encontrado localizada principalmente en astrocitos. La KAT Il tiene
como sustrato el oxoglutarato. (Wong et al., 2011; Reyes et al., 2014). Estas enzimas son muy
sensibles al pH, pero en especial la KAT | la cual tiene un pH éptimo de 10, mientras la |l tiene un
pH optimo de 7.4 (Wong, J., J. Ray, W., Y. Kornilova, A., 2011; Smithdt, W., Guidetti, P. Okuno, E. y
Schwarcz, R. 1993).

La 3-hidroxilasa o llamada también 3-monooxigenasa es una enzima determinante en la
via entre la sintesis de 3-HK y acido quinilinico, es expresada en neuronas pero principalmente en
microglia. Esta enzima tiene reguladores positivos como NADPH, O,, FAD, NADH y reguladores
negativos como acido antranilico, acido xanturénico y piridoxal-5-fosfato (Amaral, M. et al., 2013;
Reyes 0., J. et al., 2014). La 3-hidroxiantranilato-3,4-dioxigenasa tiene como reguladores positivos
el 0,y el Fe**y como reguladores negativos el Zn>* (Reyes et al., 2014).

Hasta el momento no hay un solo estudio que se halla enfocado en ver si la intoxicacion
por algin metal lleva a alteraciones en los metabolitos y enzimas de la via de kinurenina, sin
embargo no es dificil pensar que esto puede estar ocurriendo ya que dentro de los efectos tdxicos
del estos metales se ha reportado dafio oxidante e inflamacién, factores que como describimos
anteriormente estan relacionados con la modulacién de la VK.
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Justificacion

En los ultimos afos han cobrado gran importancia los metales pesados ya que constituyen
hoy en dia un factor de riesgo quimico para la salud publica, debido a su amplia variedad de
aplicaciones en la vida humana, sobre todo en los procesos industriales donde su uso es extenso.
La exposicidon a este tipo de metales esta relacionada con alteraciones en la cognicién, memoria y
aprendizaje en ninos y adultos, ademads que también presentan otro tipo de factores de toxicidad
como el estrés oxidante, el déficit energético y muerte celular. En este contexto, también se sabe
gue los metabolitos de la via de la kinurenina son muy sensibles al estado redox celular y que
dependiendo de éste pueden estar regulando estos mismos factores de toxicidad por los cuales los
metales ejercen su accién toxica. Es por ello la importancia en determinar si hay una correlaciéon
entre la presencia de estos metales y las alteraciones ya sea en la enzimas y/o metabolitos de la
via de la kinurenina, con la finalidad de evidenciar mecanismos no descritos, que permitan en un
futuro utilizarlos como marcadores de prediccion o bien diseiiar estrategias para mejorar la
calidad de vida de sujetos que fueron expuestos o estén expuestos al metal.

Hipotesis

Si la via de la kinurenina es altamente regulada por el perfil redox celular, entonces una
alta concentracidn de los niveles de fierro, cobre o plomo causara afectacion en la funcionalidad
de enzimas de la via y en la produccidn de sus metabolitos.

Objetivo general

Evaluar el efecto del fierro, cobre y plomo en la generacién de los diferentes metabolitos
de la via de la kinurenina, asi como también, ver el efecto de la co-incubacion de éstos con
metabolitos de la via.

Objetivos particulares

e Estandarizar el tiempo de incubacién y la concentracién de fierro, cobre y plomo que se
utilizard en rebanadas cerebrales de corteza.

e Evaluar las especies reactivas del oxigeno, peroxidacién lipidica, la viabilidad celular, la
actividad de LDH y evaluar muerte celular en rebanadas cerebrales de corteza en
presencia de los metales pesados.
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e Evaluar la actividad de enzimas de la via como la KAT, la IDO y la KMO en rebanadas
corticales en presencia de fierro, cobre y plomo.

e Evaluar el efecto del plomo y cobre en astrocitos primarios de rata por medio de la
cuantificacidon de las especies reactivas del oxigeno, la viabilidad celular, la actividad de
LDH, ioduro de propidio y medicion de potencial de membrana mitocondrial.

e Cuantificar los metabolitos de la via en astrocitos primarios de rata expuestos a fierro,
cobre y plomo.

e Medir la actividad de enzimas de la via en astrocitos primarios de rata expuestos a fierro,
cobre y plomo.

Métodos

Reactivos

Acetato de plomo (PbAc), acido tiobarbiturico (TBA), FeSO,, 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCF-DA), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo (MTT) y demads
reactivos fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Las soluciones y reactivos se
prepararon con agua desionizada obtenida de un sistema purificador (Direct-Q, Millipore) y por
medio de sonicacién (Branson 2210).

Animales

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

Cultivo de astrocitos primarios

Los cultivos de astrocitos se obtuvieron a partir de las cortezas cerebrales de ratas neonatas (un
dia postnatal). Una vez extraido el cerebro, se mantuvo en soluciéon salina Hank’s equilibrada sin
Ca’*y Mg”, se retiraron cuidadosamente las meninges y posteriormente el tejido fue incubado a
37°C por 10 min. Después, el tejido cortical se disocié mecdnicamente, la suspension se centrifugd
y el sobrenadante se decantd. Las células disociadas se resuspendieron en medio Dulbecco
modificado (DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal y un céctel de antibidticos
(penicilina/estreptomicina y fungisona). Las células se sembraron en frascos de 75 cm’ pre-
tratados con poli-D-lisina y se mantuvieron en incubacion. El medio fue cambiado al dia siguiente y
posteriormente cada cuatro dias. Entre los dias 12 a 15, cuando los cultivos alcanzaron
confluencia, se agitaron durante 15 horas para remover la microglia. Limpios de microglia, los
frascos se tripsinizaron y las células se sembraron en placas a la densidad necesaria para los
experimentos requeridos.
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Preparacion de rebanadas

Las rebanadas cerebrales (200-300 nm of grosor) fueron obtenidas en fresco de ambos
hemisferios de cerebros de ratas usando un cuchilla para tejido e inmediatamente transferidas a
un buffer Krebs pH 7.4 (conteniendo 19 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1.2 mM MgS0Q,, 5 mM
glucosa, 13 mM NaH,PO, y 3 mM Na2HPO,). Grupo de 5 rebanadas por prueba fueron incubadas
en buffer Krebs (volumen final de 800 ml) en un bafio caliente en presencia de concentraciones
conocidas de FeSO, (0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 10.0 uM), CuSO, (10, 50, 100, 250, 350 y 500 uM) y PbAc
(10, 50, 100, 250 y 500 uM). Todas las incubaciones fueron a 37° C durante 2 h para FeSO, y CuSO,
y 4 horas para PbAc. Las muestras fueron recolectadas inmediatamente después de la incubacién,
se tomaron 200 pl del medio para realizar actividad de LDH y el resto se homogenizd para hacer
posteriormente las pruebas de ERO, MTT y TBA-RS.

Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

La determinacidn de ERO se estimo por medio de la deteccién de la fluorescencia de DCF (Ali et al.,
1992; Herrera-Mundo vy Sitges, 2010). Se incubaron durante 2: 500 pL de los tejidos con los
diferentes tratamientos, al cual se le adiciond buffer fisiolégico Krebs pH7.4 para completar el
volumen final (1400 pL). A las muestras se les adicionaron 100 uL de DCF-DA (75 uM) y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos. Al final se centrifugaron a 1,789 x g por 10 minutos, la
deteccion de ERO extracelulares se midieron en los sobrenadantes por medio de
espectrofotometria de fluorescencia en un espectrémetro Perkin-Elmer a 448 nm longitud de
excitacion y 532 nm de longitud de emisidn. Todos los datos obtenidos fueron corregidos por
proteina.

Determinacion de peroxidacion de lipidos (PL)

La peroxidacidn de lipidos (PL) se evalué por medio de la produccidn de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBA-RS). Se incubd 250 plL de tejido con los diferentes tratamientos al cual se les
adiciond buffer fisiolégico Krebs pH 7.4 para completar el volumen de 1000 pL durante 2 horas y
finalmente se adicionaron 500 uL de TBA (conteniendo 0.75 g de 4cido tiobarbiturico + 15 g de
TCA +2.54 mL de HCI). Esta combinacién fue puesta en un bafio a ebullicion a 94 °C durante 15
minutos, al término se colocaron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron las muestras a 3,000 x
g durante 5 min, se obtuvo la densidad dptica del sobrenadante en un espectrofotometro Genesys
8 a una longitud de onda de 532 nm. Todos los datos obtenidos fueron corregidos por proteina.
Los resultados fueron expresados como el porcentaje de lipoperoxidacidn respecto al control, el
cual se tomé como el 100 %.

Estimacion de la viabilidad celular

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

-23-



2 h, al finalizar la incubacion se agregaron 4 pL de MTT (5 mg/mL) y se incubaron a 37°C durante
15 minutos. Las muestras se centrifugaron a 4,000 x g durante 3 minutos, se elimind el
sobrenadante y se le agregaron 500 pL de isopropanol acido al botdn para resuspender. Se obtuvo
la densidad éptica en un espectrofotémetro Genesys 8 a la longitud éptica de 570 nm. Todos los
datos obtenidos fueron corregidos por proteina. Los resultados se expresaron como porcentaje,
tomando el control como el 100 %.

Actividad de lactato deshidrogenasa.

Para la evaluacién de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) se tomaron 200 pl del medio en
donde se incubaron las rebanadas al finalizar la incubacion, posteriormente se diluyd la muestra
1:2 con buffer Krebs pH 7.4, se le aifadié piruvato 23 mM y B-NADH 0.2%. Se hicieron cinéticas
durante 2:30 minutos cada 5 segundos a una longitud de onda de 340 nm. Todos los datos
obtenidos fueron corregidos por proteina.

Cuantificacion de proteina por Lowry

La cuantificacién de proteina se llevd a cabo por el método de Lowry en donde se tomaron 2 pl del
homogenado y se llevé a un volumen final de 200 pl con agua. Se le agregd 1 ml de solucién C
(Solucidén A: Na,CO; 2%, NaOH 0.4% vy tartrato de sodio 0.2% + solucidn B: Cu(SO4); 0.5% en agua).
Se agitd y se esperd 10 minutos. Se les agregd 100 ul de reactivo Folin al 50% con agitacién
simultdnea, se dejaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La absorbancia fue
determinada a 550 nm.

Determinacion del potencial de membrana mitocondrial por JC-1

Una vez tratadas las rebanadas o los cultivos celulares con los metales o kinureninas se utiliza la
tripsina para disgregar tejido o para despegar las células de la placa, se detiene la reaccion de
dicha enzima con medio con contenido de suero bovino, se realizan lavados de las muestras con el
buffer de ensayo (1x). Se tifien las células o el tejido disgregado con JC-1 (1:10), se incubaron
durante 15 min a 37° C, se realizaron otros dos lavados con el buffer de ensayo (1x) vy
posteriormente se leyeron por citometria

loduro de propidio

Una vez tratadas las rebanadas o los cultivos celulares con los metales o kinureninas se utiliza la
tripsina para disgregar tejido o para despegar las células de la placa, se detiene la reaccion de
dicha enzima con medio con contenido de suero bovino, se realizan lavados de las muestras. Se
tifien las células o el tejido disgregado con ioduro de propidio (5uM/300uL), se incubaron durante
15 min a 37° Cy posteriormente se leyeron por citometria.
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Evaluacion de la actividad de IDO

Después del tratamiento a las rebanadas corticales de cerebro de rata con cada metal, las
rebanadas fueron homogenizadas en 500 ul de PBS pH 6.5 y se tomaron 100 pl para ser incubados
con 100 pl de buffer de ensayo (400 uM de triptofano, 20 uM de ascorbato (neutralizado), 10 uM
de azul de metileno, 100 pg/ml de catalasa (200 U) y 50 mM de PBS pH 6.5); se incubaron durante
1 hora a 37° Cy se detuvo la reaccién con 40 pl de TCA al 30%. Las muestras se calentaron a 65° C
durante 15 minutos y se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se
determiné la cantidad de L-kyn formada, por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). La presencia de L-kyn fue determinada por HPLC, mediante un método de fase reversa
(columna HR-80; ESA, Thermo Scientific) y una fase movil polar que contiene acetato de zinc 250
mM, acetato de sodio 50 mM y acetonitrilo 2.5% en un pH final de 6.2 ajustado con acido acético
glacial. El método se lleva a cabo en un flujo de 1 ml/min con fase isocratica. El tiempo de
retencion de KYNA es en el minuto 4 y se detectd por fluorescencia a una longitud de onda de
excitacion de 365 nm y de emision 480 nm. Todos los datos obtenidos fueron corregidos por
proteina (Matin, A.; 2006).

Evaluacion de la actividad de las KAT's

La actividad de las KATs fue evaluada en las rebanadas corticales de rata. Las rebanadas fueron
homogenizadas en 500 pl de buffer de homogenizacion (buffer tris-base pH8, piridoxal 5-fosfato,
mercaptoetanol). Se tomaron 100 pl de ese homogenado y se le agregaron 100 ul del cocktail (L-
kinurenina, piridoxal 5-fosfato, piruvato sddico, y buffer Tris-acetato pH7.4), se incubé durante
una hora a 37°C; se detuvo la reaccién con 20 ul de TCA al 50% y 1 ml de HCI 0.1 M, las muestras
se centrifugaron a 12000 rpm, se obtuvo el sobrenadante y se inyectaron al HPLC, 20 ul del mismo.

La presencia de KYNA fue determinada por cromatografia liquida de alta resolucién, mediante un
método de fase reversa (columna HR-80; ESA, Thermo Scientific) y una fase mévil polar que
contiene acetato de zinc 250 mM, acetato de sodio 50 mM y acetonitrilo 3% en un pH final de 6.2
ajustado con acido acético glacial. El método se lleva a cabo en un flujo de 1 ml/min con fase
isocratica. El tiempo de retencién de KYNA es en el minuto 7 y se detecté por fluorescencia a una
longitud de onda de excitacion de 344 nm y de emisidon 398 nm. Todos los datos obtenidos fueron
corregidos por proteina.

Evaluacion de la actividad de la KMO

La actividad de la enzima kinurenina 3-monooxigensasa fue evaluada con 80 pl de homogenizado
(en 500 pl de buffer 100 mM de Tris-HCI pH 8.1 (10 mM KCl y 1 mM de EDTA)) de rebanadas
corticales de rata con 120 pl de buffer de ensayo (1 mM de NADPH, 3 mM de glucosa 6-fosfato, 1
U/ml de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 100 uM de L-kinurenina, 10 mM de KCl y 1 mM de
EDTA), las muestras se incubaron 40 minutos a 37° C, al término de la incubacién la reaccidon fue
detenida con 50 pl de acido perclérico al 6% y se centrifugaron a 12500 rpm durante 15 minutos.
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La presencia de 3-HK fue determinada por cromatografia liquida de alta resolucién, mediante un
método de fase reversa (columna HR-80; ESA, Thermo Scientific) y una fase movil de acetato de
zinc 100 mM y acetonitrilo 3% en un pH final de 4.9 ajustado con acido acético glacial. El método
se lleva a cabo en un flujo de 1 ml/min con fase isocratica. El tiempo de retencion de 3-HK es en el
minuto 1.5 y se detectd por UV-vis a una longitud de onda de 238 nm. Todos los datos obtenidos
fueron corregidos por proteina (Zwilling, D., et al., 2011).

Estadistica

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

Los valores de los experimentos de ERO, peroxidacién de lipidos y funcionalidad celular se
expresan en porcentaje, tomando el control como un 100 %.
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RESULTADOS

EFECTO DEL PLOMO

Efecto del PbAc en rebanadas corticales de rata

Rebanadas de corteza cerebral fueron incubadas en presencia de PbAc (50, 100, 250, 500 uM vy
1mM) durante 4 horas a 37 °C. En la figura 2 se muestra el efecto del PbAc sobre A) produccién de
ERO, B) peroxidacion de lipidos, C) la actividad de la LDH y D) funcionalidad celular. El control se
considera como el 100%. Se observa que el PbAc no aumenta las especies reactivas de oxigeno
pero si la peroxidacién de lipidos, la cual sabemos que es un marcador tardio de la presencia de
especies reactivas del oxigeno. Adicionalmente, este metal es capaz de aumentar la actividad de la
LDH significativamente, sugiriendo que hay muerte celular. Sin embargo, la funcionalidad celular
evaluada por la reduccion de MTT incrementa de manera concentracidon-dependiente.
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Fig. 2 Efecto de PbAc sobre la actividad de ERO (A), PL (B), LDH (C) y MTT (D) en rebanadas
cerebrales de corteza. Se presenta la media + S.E.M. de 8 experimentos por concentracion.
*p<0.05 valores significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.
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Efecto del PbAc en la actividad de las enzimas de la via de la kinurenina en rebanadas de
corteza de rata

Después de 4 h de incubacién con el PbAc, se determind la actividad de 3 enzimas de la via:
Indolamino 3-dioxigenasa (IDO), kinurenina aminotransferasas (KAT’s) y kinurenina 3-
monooxigenasa (KMO) en homogenados de rebanadas corticales de rata.

Actividad de la IDO

Se determiné la actividad de la IDO por medio de la produccién de L-kyn. Lo que se observa es que
el plomo es capaz de incrementar significativamente la actividad de la IDO a partir de la
concentracion de 250 uM (Fig. 3).
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Fig 3. Efecto de PbAc sobre la actividad de la IDO en rebanadas cerebrales de corteza. Se presenta
la media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracidon. *p<0.05 valores significativamente
diferentes al control, se realizé una t-student.

Actividad de las KAT's

La actividad de las KATs se determind por la cantidad de acido kinurénico después de la incubacion
con los sustratos. Lo que se observa es que el plomo aumentd discretamente la actividad de estas
enzimas, pero sélo a las concentraciones de 50 y 100 uM.

1404

* *
120+ — =

1001 ==

il

%KYNA

control 50 100 250 500
PbAC [1M]

-28 -



Fig. 4 Efecto de PbAc en la actividad de la KAT en rebanadas cerebrales de corteza. Se presenta la
media + S.E.M. de 8 experimentos por concentracién. *p<0.05 valores significativamente
diferentes al control, se realizé una t-student.

Actividad de la KMO
La actividad de la KMO se midié por medio de la medicién de 3-HK. El PbAc no tiene efecto alguno
en el funcionamiento de esta enzima, en ninguna de las concentraciones probadas.
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Fig. 5 Efecto de PbAc sobre la actividad de la KMO en rebanadas cerebrales de corteza. Se
presenta la media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracidn. *p<0.05 valores
significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.

Efecto del PbAc en astrocitos primarios de rata

Los astrocitos primarios de rata fueron expuestos a diferentes concentraciones de PbAc (10, 50,
100, 250, 500 uM y 1mM) durante 24 horas, una vez terminado el tiempo de incubacién se evalud
la funcionalidad celular a través de la reduccion de MTT. En la figura 6A se observa que el plomo es
capaz de generar especies reactivas (Fig. 6A), y también encontramos que hay una disminucién en
el potencial de membrana mitocondrial (Fig. 6B). Ademas, se muestra que el plomo es capaz de
disminuir la funcionalidad de manera concentracidon dependiente (Fig. 6C), lo cual correlaciona con
un aumento en la actividad de lactato deshidrogenasa (Fig. 6D) y ambos marcadores sugieren que
hay muerte celular.
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Fig. 6 Efecto de PbAc sobre MTT (A), la actividad de LDH (B), produccidon de ROS (C) y JC-1 (D) en
astrocitos primarios de rata. Se presenta la media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracion.
*p<0.05 valores significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.

Efecto del PbAc en la actividad de las enzimas de la VK en astrocitos primarios de rata

Efecto del PbAc en la actividad de las KATs en astrocitos primarios de rata
En paralelo a los marcadores de muerte y dafio oxidante, se evalué la actividad de las KATs. Lo que

se observa en la Fig. 7 es el PbAc es capaz de incrementar la actividad significativamente con la
exposicion a PbAc a 250 uM.
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Fig. 7 Efecto de PbAc sobre la actividad de la KAT en astrocitos primarios rata. Se presenta la

media + S.E.M. de 8 experimentos por concentracién. *p<0.05 valores significativamente
diferentes al control, se realizé una t-student.

Efecto de la co-incubacidn de PbAc con metabolitos de la via de la kinurenina en
astrocitos primarios de rata

Posteriormente se evalud el efecto de la co-incubacidon de PbAc (250 uM) con algunos metabolitos
de la via de la kinurenina que presentan actividad redox (3-HK y HANA (50 uM) y L-kyn 1 uM). En la
figura 8A se observa que el efecto del PbAc sobre la produccién de ERO se ve atenuada en
presencia de 3-HK y HANA. Adicionalmente, en la figura 5B se observa que el plomo disminuye la
funcionalidad celular, mientras que la co-incubacién de este metal con 3-HK y HANA fue capaz de
atenuar parcialmente el efecto en este marcador celular. La co-incubacién con L-Kyn no presenté
efecto alguno en ninguno de los dos marcadores (datos no mostrados).
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Fig. 8 Efecto de la combinacion de PbAc (250 uM) con L-kyn (1 uM), 3-HK (100 uM) y HANA (100
UM) en la produccion de ERO (A) y en la reduccién de MTT (B). Se presenta la media + S.E.M. de 4-
6 experimentos por concentracion. a) p<0.05 valores significativamente diferentes al control y b)
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valores diferentes a PbAc (250 uM). Se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba de
Tukey.

EFECTO DEL COBRE

Efecto de CuSO, en rebanadas corticales de rata

Se probaron diferentes concentraciones de CuSO, (10, 50, 100, 250 y 500 uM) en rebanadas de
corteza cerebral durante 2 horas. En la figura 9 se muestra el efecto del CuSO, sobre la produccién
de ERO, peroxidacion de lipidos, actividad de la LDH y funcionalidad celular. El control se toma
como el 100%. ElI CuSO,4 no tuvo efecto en la produccion de ERO pero si fue capaz de aumentar la
cantidad de lipidos peroxidados en las concentraciones mas altas (350 y 500 uM). Por otro lado, el
CuS0O, disminuyd la actividad de la enzima LDH y la funcionalidad celular.

A) B)
140~ » 600~ *
o
8 1204 =R
o EafEaie & 500 -
U 1001 E A [ 2 400
o o
80+ ©
S S 3001 <
3 60 b
S S 200
B 401 °
s = 1004 |—:l:—| |—I—|
X 204 o | | -
O § O T T
control 10 50 100 250 500 control lO 5 250 500
CuSO,[uM] CuSO4[uM]
Q) D)
120- 120-
z E 15
4 1004 _:E 1004 ==
=
p o
o 80- < 80-
K 5
o 604 * . G 60
2 40 - * 3 40-
g o
C T T T T T T C T T
control 10 50 100 250 500 control 10 100 500
CuSO,[uM] CuSO4[pM]

-32-



Fig. 9 Efecto de CuSQO, sobre la produccidon de ERO (A), PL (B), actividad de LDH (C) y MTT (D) en
rebanadas cerebrales de corteza de rata. Se presenta la media + S.E.M. de 14 experimentos por
concentracién. *p<0.05 valores significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.

El daifo celular ademds se evalud a través de ioduro de propidio, en donde observamos que le
CuS0, (350uM) aumenta este marcador, confirmando el grado de dafio celular inducido por este
metal que observamos en el resto de los marcadores.

Fig. 10 Efecto de CuSQO, sobre el ioduro de propidio en rebanadas cerebrales de corteza de rata. Se
presenta la media + S.EEM. de 6 experimentos por concentracion. *p<0.05 valores
significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.

Efecto del CuSO, en la actividad de las enzimas de la via de la kinurenina en rebanadas
cerebrales de rata

Actividad de la IDO
Se midid la actividad de la IDO por medio de la produccidn de L-kyn. Lo que se observa es que el
cobre es capaz de inhibir la actividad de la IDO a partir de la concentracién de 250 uM (Fig. 11).
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Fig. 11 Efecto de CuSQO, sobre la actividad de la IDO en rebanadas cerebrales de corteza de rata. Se
presenta la media + S.E.M. de 4 experimentos por concentracion. *p<0.05 valores
significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.

Actividad de las KAT's

La actividad de las KATs (figura 12) fueron evaluados después de la incubacién de CuSO, en
rebanadas corticales. Se observan que la actividad de las enzimas se ve inhibida por este metal,
sugiriendo que la produccion de KYNA encontrada no es dependiente de la actividad de las KATs.
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Fig. 12 Efecto de CuSO, sobre la actividad de la KAT en rebanadas cerebrales de corteza. Se
presenta la media + S.E.IM. de 12 experimentos por concentracion. *p<0.05 valores
significativamente diferentes al control, se realizd6 ANOVA de una via seguida de una prueba de
Tukey.

Actividad de la KMO
La actividad de la KMO (fig. 13) fueron evaluados después de la incubacién de CuSO, en rebanadas

corticales. Se observan que la actividad de la KMO aumenta significativamente después de incubar
con CuSQ, (a partir de 50uM).
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Fig. 13 Efecto de CuSO, sobre la actividad de la KMO en rebanadas cerebrales de corteza. Se
presenta la media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracion. *p<0.05 valores
significativamente diferentes al control, se realiz6 ANOVA de una via seguida de una prueba de
Tukey.

Efecto de la co-incubacion de los metabolitos de la via de la kinurenina con CuSO, en
rebanadas de corteza de rata

En la figura 14 se observa que la combinacidn de CuSO,4 con 3-HK, el cual no tuvo una potenciacion
o atenuacion en la funcionalidad celular ni en los marcadores de dafio oxidativo. Por otra parte, el
3-HK tampoco tuvo efecto en el dafio celular inducido por el plomo y el cual fue evaluado a través
de ioduro de propidio.
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Fig. 14 Efecto de CuSO, en combinacién de 3-HK sobre actividad de MTT (A), ERO (B), PL (C) y
ioduro de propidio (D) en rebanadas cerebrales de corteza. Se presenta la media + S.E.M. de 9
experimentos por concentracion. p<0.05 (a) valores significativamente diferentes al control, se
realiz6 ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey.

-35-



Efecto del CuSO4 en astrocitos primarios de rata

La exposicion de los cultivos de astrocitos primarios de rata a diferentes concentraciones de CuSO,
(10, 50, 100, 250, 350 y 500 uM) durante 24 horas muestra un incremento en la produccion de
ERO (15A), asi como una disminucion en el potencial de membrana mitocondrial (15B) y una
reduccion de MTT a formazan de manera concentracion dependiente (figura 15C).
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Fig. 15 Efecto de CuSQO, sobre la produccién de ERO (A), JC-1 (B) y la funcionalidad celular (C) de
astrocitos primarios de rata. Se presenta la media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracion.
*p<0.05 valores significativamente diferentes al control, se realizé una t-student.
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Efecto del CuSO, en la actividad de las enzimas de la via de la kinurenina en astrocitos
primarios de rata

Efecto del CuSO, en la actividad de las KAT’s en astrocitos primarios de rata

Después de la incubacion del CuSQ, se determiné la actividad de la kinurenina aminotransferasa.
Como se puede observar en la figura 16 que la actividad enzimdtica de las KATs aumentd
significativo tras la incubaciéon con este metal.
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Fig. 16 Efecto de CuSQ, sobre la actividad de KAT en astrocitos primarios de rata. Se presenta la
media + S.E.M. de 6 experimentos por concentracidn. *p<0.05 valores significativamente
diferentes al control, se realizé una t-student.

Efecto de la co-incubacion de CuSO, con metabolitos de la via de la kinurenina en
astrocitos primarios de rata

Posteriormente se probd el efecto de 350 uM de CuSO, en combinacidn con los metabolitos de la
via de la kinurenina (3-HK y HANA (100 uM)), sobre la funcionalidad celular de astrocitos primarios
de rata. En la figura 17 se muestra el efecto de la co-incubacidon de CuSQO, con 3-HK y HANA sobre
la funcionalidad celular. Se observa que el CuSO,disminuye la reduccién de MTT alrededor de
45%, y que la co-incubacidon con las kinureninas disminuye aun mas este marcador (70%),
sugiriendo un efecto de potenciacion.
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Fig.17 Efecto de la combinacién de CuSO,; con 3-HK y HANA sobre la funcionalidad celular de
astrocitos (A), produccidn de ERO (B) y ioduro de propidio (C) en primarios de rata. Se presenta la
media + S.E.M. de 8 experimentos por tratamiento. p<0.05 (a) valores significativamente
diferentes al control, (b) valores significativamente diferentes a 3-HK vy (c) valores
significativamente diferentes a HANA. ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey.
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DISCUSION

Con estos resultados podemos decir que el PbAc es capaz de incrementar la actividad de Ia
enzima LDH, lo que se traduce en un mayor dafo celular por parte de este compuesto en
rebanadas corticales; cabe mencionar que el efecto del PbAc en rebanadas puede ser dependiente
del dafio oxidante, dado que uno de los marcadores de este evento fue modificado como lo es la
lipoperoxidacién, sin embargo esto no sucedid en la produccién de ERO. Por otra parte PbAc tiene
efectos diferentes sobre las enzimas que se pusieron a prueba: en el caso de la IDO, la actividad
respecto al control fue mds elevada en concentraciones de Pb de 250 uM y 500 pM. La razén
podria ser que se favorezca la formacion de la forma férrica del grupo hemo por especies reactivas
como el superdxido y asi se favorezca también la unién del triptofano al grupo hemoy esto lleve la
ruptura del triptofano. (Werner, E.R. y Werner-Felmayer, 2007). En el caso de las KAT's, el plomo
es capaz de incrementar su actividad. La actividad de la enzima, podria verse sobreactivada por el
desbalance en el metabolismo energético de la célula que provoca el plomo, ya que es una enzima
dependiente de moléculas energéticas como el piridoxal-5-fosfato o debido a alteraciones en vias
de sefalizacién celular (He et al., 2000; Wong et al., 2011; Reyes et al., 2014; Garza et al., 2005).
Por otra parte, la actividad de la enzima KMO permanece sin cambios con las diferentes
concentraciones de plomo.

En astrocitos la funcionalidad celular disminuye de manera concentracion dependiente
mientras que la actividad de la lactato deshidrogenasa incrementa, lo que se traduce en dafo
celular; en el caso de ERO encontramos que en presencia de diferentes concentraciones de plomo
éstas incrementan, ademds de observar una disminucién en el potencial de membrana
mitocondrial, concluyendo que el plomo es capaz de incrementar la produccién de especies
reactivas de oxigeno y un dafo en la funcionalidad mitocondrial. Por otra parte, la actividad de las
KAT’s disminuye, sugiriendo que los cambios provocados en el ambiente celular por plomo
repercuten directamente en la produccién de metabolitos como el acido kinurénico.
Adicionalmente, la co-incubaciéon de metabolitos como 3-HK y HANA recuperan la reduccidn de
MTT evocada por el plomo en astrocitos, es aqui donde 3-HK y HANA podrian funcionar como
atrapadores de especies reactivas de oxigeno y asi proteger a la célula del dafio evocado por el
plomo (Reyes-Ocampo et al., 2015).

El cobre provoca un dafno celular ya que en rebanadas corticales es capaz de disminuir la
funcionalidad celular e incrementar la cantidad de lipidos peroxidados, sin embargo, el marcador
de ERO no presenta cambio alguno, pero si incrementa el nimero de células muertas. Cuando el
CuSO, estd en presencia de 3-HK y HANA en rebanadas corticales no existe alguna proteccion ni
potenciacion del dafo provocado por el cobre en el marcador de reduccién de MTT y el nimero
de células muertas.

Por otra parte, nuestros resultados sugieren que el CuSO, tiene efecto sobre la modulacion de la
KAT, IDO y KMO. En el caso de la IDO, el cobre es capaz de inhibir su actividad desde
concentraciones de 100 uM en adelante, esto se puede deber a la estructura de la enzima y la
necesidad de Cu(ll) disponible para que se lleve a cabo la catalisis dentro de la enzima (O. Brady,
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F., 1975). El cobre libre es capaz de generar ERO vy radicales libres por medio de la reaccién de
Fenton (Rivera-Mancia et al., 2010), esto aunado a los resultados obtenidos sobre la alteracion del
estado redox celular, debido a la presencia de lipidos peroxidados y la alteracion de otros
marcadores como la disminucion de la funcionalidad celular (reduccion de MTT) e incremento de
células muerta podriamos decir que el estado redox celular causado por la presencia del mismo
cobre llevan a un ambiente en donde el funcionamiento de la enzima ya no se puede llevar a cabo;
esto podria ser por la presencia de especies reactivas que alteren el sitio de unidn del cobre en Ia
enzima, por ejemplo el H,0, el cual se ha reportado como un inhibidor de la IDO y esto es debido
al dafio al grupo hemo como a la estructura de la proteina (Geng, J. y Liu, A., 2013). Otra de las
causas es que la misma presencia de especies reactivas eviten la formacion del complejo O,-Trip-
Fe(ll) y asi se vea afectada la ruptura del anillo del Trp (Geng, J. y Liu, A., 2013). El cobre en el caso
de la actividad de las KATs disminuyd su actividad en las rebanadas. La actividad de KMO se vio
incrementada en presencia de cobre, lo que nos sugiere que el cobre podria estar provocando mas
sintesis de acido quinolinico por medio de la sobreactivacion de esta enzima, ademas de que el
cobre podria estar provocando una sobreactivacion via produccion de especies reactivas, ya que
esta enzima tiene como regulador positivo al O, (Amaral, M. et al., 2013; Reyes O., J. et al., 2014).

En astrocitos primarios de rata el cobre fue capaz de disminuir la funcionalidad celular, asi como el
potencial de membrana mitocondrial y un incremento en la produccién de ERO. El cobre
incremento la actividad de las KATs, resultado que podria ser causado por la presencia de especies
reactivas en ambiente celular.

Por otra parte, la co-incubaciéon de cobre con metabolitos como 3-HK y 3-HANA llevd a la
potenciacion de marcadores como la disminucién de la funcionalidad celular evocada por cobre y
el incremento de células muertas en presencia de cobre y 3-HANA, esto podria explicarse por
medio de un reporte hecho previamente en donde demuestran que 3-HK y 3-HANA son capaz de
ser oxidados en presencia de cobre (Golstein, L., 2000).

Por ultimo, debido a que los experimentos de estandarizacion con FeSO, no arrojaron
ningin cambio en los marcadores probados, bajo nuestras condiciones y concentraciones,
decidimos continuar viendo el efecto de plomo y cobre, los cuales dentro de la estandarizacion
nos dieron diferencias significativas.

CONCLUSIONES

- El plomo y el cobre son capaces de provocar dafio celular de acuerdo a los cambios vistos en los
marcadores de LDH, funcionalidad celular, peroxidaciéon de lipidos y produccidon de especies
reactivas del oxigeno.

- El plomo y el cobre modifican de diferente manera cada una de las enzimas de la via de la
kinurenina (IDO, KAT y KMO), esto depende de la preparacién (rebanadas o astrocitos primarios) y
concentracién del metal evaluado.
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- La co-incubacion de metabolitos como 3-HK y 3-HANA tienen un efecto diferencial en presencia
de cada uno de los metales.

PERSPECTIVAS

- Evaluar la concentracién de los demds metabolitos de la via en presencia de metales como el
cobre y el plomo.

- Evaluar la actividad de otras enzimas de la via de la kinurenina en presencia de plomo y cobre.
- Evaluar el efecto de plomo y cobre en un sistema in vivo.

- Evaluar el efecto de plomo en un sistema vivo en donde se evalle parametros como la conducta
y memoria para observar si la presencia del metal se correlacione con la alteracidon de metabolitos
de la via de la kinurenina.
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Chapter 5
Role of Kynurenine Pathway in Aging

Daniela Ramirez Ortega, Dinora Gonzilez Esquivel. Benjamin Pineda,
Camilo Rios, and Verénica Pérez de la Cruz

Abstract Aging is a degenerative process that affects all living organisms and is
characterized by physiological and functional changes that drives to numerous
aging-related disorders contributing to death. Cellular changes during the aging
process involve oxidative stress, inflammation, mitochondrial dysfunction, and cog-
nitive and immune response decline. In this context, changes in tryptophan metabo-
lism are also found. Tryptophan is an essential amino acid required for the synthesis
of proteins, and it is mainly metabolized via the kynurenine pathway generating
several metabolites with neuroactive and/or redox properties. Due to kynurenine
pathway, metabolites have been related with aging and some aging-related diseases:
we review here the alteration in kynurenine pathway components during aging and
study the relationship between these metabolites and other factors present during
the aging process, with the goal of exploring their therapeutic value, as targets or
biomarkers of different age diseases or aging states.

Keywords Aging * Kynurenine pathway * Kynurenic acid » Oxidative stress
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IDO Indoleamine 2,3-dioxygenase

IFN Interferon

KYNA Kynurenic acid

KATs Kynurenine aminotransferases
KMO Kynurenine 3-monooxy genase
KP Kynurenine pathway

-KYN 1-Kynurenine

NAD* Nicotinamide adenine dinucleotide
NMDAr  N-methyl-p-aspartate receptor
PIC Picolinic acid

QUIN Quinolinic acid
QPRT Quinolinic acid phosphoribosyItransferase

ROS Reactive oxygen species
Trp Tryptophan
TDO Tryptophan 2,3-dioxygenase
XA Xanthurenic acid
Introduction
Tryptophan

In humans, tryptophan (Trp) is an essential amino acid that can only be taken up
through diet, and it enters in cells by active transport. Around <1 % of Trp is used
for protein synthesis, and it is also a precursor of biomolecules with specialized
functions mainly through two major metabolic pathways: (1) the methoxyindole
pathway, which leads to the formation of serotonin (implicated in regulating mood,
appetite, and reproduction) and, subsequently, melatonin (implicated in circadian
rhythm) [1], and (2) the kynurenine pathway (KP), which metabolizes about 95 %
of Trp and produces metabolites with neurochemical and redox properties leading
to the NAD* as a final product. The cellular environment can affect the regulation
of Trp metabolism leading to changes in the physiological and behavioral process
that can be related with aging and aging-related diseases. In this context, the study
of the KP is key to designing strategies with potential to prevent and treat aging-
related diseases, improve health, and extend lifespan.

Kynurenine Pathway

In mammals, Trp is mainly metabolized via the kynurenine pathway (KP) (Fig. 5.1).
where tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
catalyze the first step, which consists in the oxidative opening of the indole ring.
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Fig. 5.1 The kynurenine pathway. The symboly show the modulation and properties found until
now for each metabolite or enzyme. Tryptophan 2.3-dioxygenase (TDO), indoleamine 2. 3-dioxy-
genase ( [DO), kynurenine formamidase (Kyn-f), kynurenine aminotransferases L. 11, and ITI (KATs
L, 1L, and IT), kynunerinase (Kynu), kynurenine 3-monooxygenase (KMO), anthranilate 3-mono-
oxigenase  (AMO), 3-hydroxvanthramilate  3.4-dioxygenase  (3-HDO),  2-amino-3-
carboxy muconate-6-semialdehyde decarboxylase (ACMSD), quinolinic acid
phosphoribosyltransferase (QPRT)

These enzymes are expressed in different tissues, and their expression is induced
upon exposure to different stimuli. TDO is expressed mainly in the liver and its
expression is induced by Trp itself or by stress hormones. In contrast, IDO is found
in most mammalian cells, including macrophages and cells of the central nervous
system (CNS). IDO is induced by the pro-inflammatory cytokine interferon (IFN)-y
and other Immune stimulants, including lipopolysacchande [2. 3]
MN-Formy lkynurenine is the product of TDO and IDO and is rapidly degraded to
i-kynurenine (1-K'YN) by kynurenine formamidase.
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1-KYN is a key metabolite in KP because it can be a substrate for different
enzymes: (1) kynurenine aminotransferases (KATs) to produce kynurenic acid
(KYNA), the only endogenous antagonist of N-methyl-p-aspartate receptor
(NMDAr): (2) kynureninase to produce anthranilic acid, which then is taken by
anthranilate 3-monooxygenase (AMO) to produce 3-hydroxyanthranilic acid
(3-HANA): and (3) kynurenine 3-monooxygenase (KMO) te produce
3-hydroxykynurenine (3-HK). 3-HK can be metabolized to xanthurenic acid (XA)
through KATSs or can be also metabolized to 3-HANA by kynureninase. 3-HANA is
subsequently converted to 2-amino-3-carboxymuconate semialdehyde by
3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase (3-HDO). The intermediate product is taken
by 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde decarboxylase (ACMSD) to form
picolinic acid (PIC) or also can suffer nonenzymatic cyclization (spontaneous) to
produce quinolinic acid (QUIN). QUIN is known as excitotoxin due to its NMDAr
agonism. Finally, QUIN is metabolized through guinolinic acid phosphoribosyl-
transferase (QPRT) to NAD",

These KF metabolites possess different properties. and their imbalance can have
impact in aging or aging-related diseases. The most studied metabolites are KYNA,
which higher levels are related with cognitive deficit attributable to its capability to
block a7 nicotine acetylcholine receptor: higher levels of QUIN are related with
excitotoxicity and oxidative stress, while 3-HK and 3-HANA are considered pro-
oxidant agents and can induce cell death. 3-HK has also been involved in several
neurodegenerative disorders [4].

Aging and Oxidative Stress

Human aging is a multifactonal process involving genetic, environmental, epigen-
etic, and lifestyle factors and is characterized by progressive deferioration in physi-
ological functions and metabolic processes. One consequence of aging is an
increased incidence of aging-related diseases, such as cancer and neurodegenerative
disorders. Recent reports have shown that the activity of antioxidant enzymes
decreases and oxidative markers are elevated with aging in various organs |5, 6},
particularly in the brain. making some cerebral areas more susceptible to the oxida-
tive damage [7]. The brain is highly vulnerable to reactive oxygen species (ROS)
effects, as it contains high concentrations of polyunsaturated fatty acids, which are
the target of lipid peroxidation; also the brain does not possess an efficient antioxi-
dant system as compared to other organs. The damage to other systems, such as
glutamatergic, cholinergic, and catecholaminergic pathways, increases the organs’
susceptibility to oxidative damage.

Additionally, the increase in ROS formation is accompanied by a loss of thiol
groups, Trp degradation, and increased lipid peroxidation during aging [8]. There
are a lot of damaged macromolecules, failure of protein repair, and maintenance
systems which all are indicators of aging at a cellular level. Under certain condi-
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tions, imbalance of ROS levels or disturbances in ROS signaling drives to patho-
logical states like cardiovascular diseases, inflammation, cancer, and dementias [Y].
On the other hand, aging also is characterized by inflammation. In fact, levels of
inflammatory mediators typically increase with the age even in the absence of acute
infection or another physiologic stress [1(}]. In this line, [FN-y and TNF-a produc-
tion and higher oxide nitric levels have been observed in senescence-accelerated
mice [11]. Another consequence of aging is a decline in immune response, affecting
the rate at which naive B and T cells are produced as well as the composition and
guality of the mature lymphocyte pool [ 12]. In this context. T cell populations show
poor response, which is one of the main changes that happen in immunosenescence,
as has been measured in aged subjects. The changes in oxidative markers as well as
the inflammatory parameters and the decline in immune function found during
aging can be related with the KP metabolite alterations. due to the fact that these
kynurenines possess redox and neuroactive properties and can be modulated by the
inflammatory response. Until now, the main question is whether the general cellular
status in aging is modified by the levels of kynurenines or if the KP metabolites are
directly implicated in the cellular changes observed during the aging process. The
exact mechanisms which modify these factors with aging have not been fully under-
stood: however, we can assume that all of them are closely related in some way.

Relationship Between Aging and the Kynurenine Pathway

As was mentioned before, KP metabolites possess redox properties, and KP
enzymes are also modulated by the environment (free radicals, antioxidants, and
pro-inflammatory cytokines). Alteration in the levels of KP metabolites in aging
suggests a complicated stage that provokes cells more vulnerable to damage, which
is closely related with cognitive impairment, inflammation. oxidative stress,
immune response decline, and events that can lead to aging-related diseases. This
implies that Trp metabolites could be potent regulators of aging and aging-related
diseases, offering new targets for lifespan intervention.

Different studies in various organisms have implicated Trp metabolism as a
powerful regulator of aging and aging-related diseases (Table 5.1). For example,
considering that IDO is involved in immune response and also suppresses T cell
activity, Pertovaara et al. [20] measured the KYN/Trp ratio (Trp degradation rate,
IDO activity) in a2 nonagenarian population finding that it was higher in older peo-
ple than healthy controls and also was able to predict mortality in these individuals.
They postulate that IDO activity reflects the fact that T cell response declines with
age, although Trp levels did not change in both groups. In line with this, the authors
also noted that both neopterin levels (induced by IFN-y via IDO) as well as the
KYN/Trp ratio increase in older people [11]. Similarly, the ratio of L-K'YN/Trp was
also increased in aged rats (28-32 months) compared with mature rats {4-6
months) [12].
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Table 5.1 Changes of KP components found during the aging in diverse species and tissues

Metsbolite or | Tissue or
enzyme Species | sample Modulation in uging | Reference
Trp Female Wistar rat | Brain i [13]
Liver 1
Kidney i
Male Wistar rats Lenses T 7-10 days [14]
4 from 45 days and
older
Sprague-Dawley rats | Brain T from prenatal to 115]
birth
4 from birth to P4
TDO Female Wistar rat ' Brain Il 113]
Liver 4
b N Kidney . il
Sprague-Dawley rats | Liver i 116]
Human Serum T [17]
Male Mill Hill hooded Liver 1 618 months 18]
- rals 1 24 months
DO Female Wistar rat Brain 1 [13]
Liver 1
: T {Kidney |1 e
Sprague-Dawley rats Small 1 [16]
| intestine
Primiparous Sprague- | Brain = pre- and postnatal 119]
o |
Humans Blood 1 1209
KYN Female Wistar rat Brain T [13]
Liver L 12 months
Kidney = 24 months
L 12 months
7 24 months.
Humamns Lenses 1 [21]
Male Wistar rats Lenses T from 7 to 6 days [ 14]
! 6 months and older
Human CSF i [22]
Sprague-Dawley rats Brain L from prenatal to P4 | [15]
AA Primiparous Sprague- Brain . from prenatal to [ 19]
Dawley rats birth
T one postnatal week
! thereafter
KAT Female Wistar rat Brain i 113]
Liver =
Kidney i
Sprague-Dawley rats Liver = [16]
Kidney T
Sprague-Dawley rat Brain T [23]
(contimued )
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Table 5.1 (continued)
Metabolite or Tissue or
enzyme Species sample Modulation in aging Reference
KYNA Female Wistar rat Brain T [13]
Liver =
Kidney T
Humans CSF T [22.24]
Serum =
Merino/ Border Leicester | CSF T [25]
crass sheep
Brown Norway rats Retina T from E20 to PO [26]
L from second week
postnatal to |2 months
White Leghomn chickens | Retina L from E12 to birth [26]
and thereafter
Male Sprague-Dawley Brain T [27, 28]
rats (regiona)
Primiparous Sprague- Brain L from E15 to E20 [15, 19]
Dawley rats TE2
1 from birth to P7
1 after P7
Baboons (FPapio sp.} Cortex 1 [15]
Syrian hamsters Plasma = [29]
Male Sprague-Dawley Liver = [28]
rats
KEMO Sprague-Dawley rats Liver I} [16]
Kidney 1
Kynu Sprague-Dawley rats Liver i [16]
Kidney 1 at 12 months
* at 18 months
3-HDO Sprague-Dawley rats Liver Tvs | week [16]
Kidney Tvs. | week
QUIN Female Wistar rat Brain 1 131
Liver [
Kidney + 12 months
= at 24 months
Male Wistar rats Cortex brain | T 3 days to 3months [ 301
Primiparous Sprague- Brain T at birth vs. prenatal | [19]
Dawley rats . posinatal period
ACSMD Sprague-Dawley rats Liver Tvs. 1 week (18]
Mo changes between
3, 12, and 18 months
Kidney Tvs. 1 week
L at 18 months vs. 12
maonths
(continued)
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Table 5.1 (continued)

Metabolite or Tissue or
EnZyme Species sample Modulation in aging Reference
FIC Female Wistar rat Brain T [13]

Liver T

Kidney ! 12 months
at 24 months
Humans CSF [31]
QPRT Female Wistar rat Brain 1 [13]
Liver
Kidney
Abbreviations: Trp Tryptophan, TDO tryptophan 2 3-dioxygenase, DO indcleamine
2 3-dioxigenase, K¥YN 1-kynurenine, AA anthranilic acid, KAT kynurenine aminotransferase,
K¥YNA kynurenic acid. KMO kynurenine 3-moncoxygenase, Kvnu kynunerinase, 3-HDW
3-hydroxyanthranilate 3 4-dioxygenase, OUIN quinolinic acid, ACMSD 2-amino-3-
carboxymuconate-6-semialdehyde decarboxylase. PIC picolinic acid, (WPRT guinolinic acd phos-
phoribosy ltransferase

In other studies. it was found that depletion or inactivation of TDO in C. elegans
or in flies resulted in increased lifespan [32, 33]. Moreover, it was observed that
through the regulation of a-synuclein, amyloid-p. and polyglutamine proteins. the
Trp levels are increased, suggesting that TDO2 could be a metabolic regulator of
age pathologies and lifespan independent of kynurenines [32]. Other interesting
findings observed in C. elegans were their gut granules containing anthranilic acid
glucosyl ester which seems to serve as a marker for organism death: however, it is
still under study whether there is relation with aging [34].

Braidy et al. [13] examined the KP metabolites and enzymes in the brain, liver,
and kidney of female Wistar rats during aging. They found that Trp levels and TDO
activity decreased in all tissues with age. In contrast, brain IDO activity increased
with age. In this context. Mazarei et al. [35] studied IDO1 expression patterns dur-
ing mouse brain development (Y days postnatal, 3 months. and 12 months) in the
striatum, cortex, hippocampus, and cerebellum and found that IDO1 was signifi-
cantly elevated in the striatum at all the time points compared with the other regions
tested; the cortex was higher compared to the hippocampus, and there was no
expression in the cerebellum. IDO2 exhibited a similar expression pattern as [DO1,
being enriched in the striatum with no expression detectable in the cerebellum at 3
maonths of age. TDO2 expression was exclusive to the cerebellum. According to
this, there 15 evidence that shows that depletion of TDO2 extends lifespan m C.
elegans [ 32]. Additionally, this study also showed that KYNA, AA, XA, 3-HK, PIC,
QUIN, and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HA) levels decreased in the striatum at
12 months compared with 3-month-old mice, while 3-HANA and serotonin
increased in the stristum of older mice. In the cerebellum, AA, 3-HK, 3-HANA,
PIC, serotonin, and 5-HA levels decreased. while KYN, XA, and NAD* levels were
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increased in 12-month-old mice compared with the cerebellum from 3-month-old
animals.

Nevertheless, Braidy et al. [13] also found that KYN, KYNA, PIC. and QUIN
levels increased with age in the rat brain, which can be related with the increase in
IDO expression and activity as well as the inflammatory activity and cytokine acti-
vation during aging. In another study, PIC levels were determined in the CSF of
patients with or without CNS disease. A linear correlation was found between CSF
PIC concentration and the age of patients in both the disease and control popula-
tions [31]. These findings are consistent with previous studies that demonstrated an
age-associated elevation in ACMSD activity in rat kidney [16]. Therefore, the
increase in ACMSD activity could have the effect of reducing the biosynthesis of
nicotinic acid and NAD® in aging which could also cause impairment of cell func-
tion, leading to cell death.

Comai et al. [16] showed the correlation between some KP enzymes activities
and age in the liver, kidney, and small intestine of male Sprague-Dawley rats. First,
TDO enzyme activity decreased significantly with age progression in liver homog-
enates as well as KMO and kynureninase activity decreased both rat liver and kid-
neys. However. kynurenine-oxoglutarate transaminase, 3-HDO, and ACMSD
activities increased with age in rat kidney [16].

Braidy et al. [ 3] also found that QUIN levels increased during aging in the liver
and brain of female Wistar rats which can be correlated with the decrease in QPRT
activity in the same samples. suggesting a decrease in NAD" levels. Similar findings
were reported by Moroni et al. [30] who noted an increase in QUIN levels in rat
brain cortex with age.

Age-dependent changes of KYNA were previously studied in male rats of differ-
ent ages by Moroni et al. [ 27]. The brain concentration of KYNA was extremely low
dunng the first week of life, increased at 3 months and furthermore at 18 months of
age. This effect in KYNA levels can be related with a previous study done by Baran
and Schwarcz [23]. in which KAT activity increased in all brain areas (but not in the
liver) in rats between 3 days and 3 months postnatal. KAT activity increased in the
parietal cortex 34-fold during the observation period. whereas enzyme activity in
the cerebellum and substantia nigra increased only three- to five-fold over the same
time interval. Between 3 and 24 months of age, the changes in KAT were particu-
larly pronounced in the cortex and in the striatum, where enzyme activity increased
three-fold duning the period studied. KYNA production was significantly enhanced
in the cortex and hippocampus of old animals | 28). In accordance with these results,
Gramsbergen et al. [28] showed increased KAT levels between 3 and 24 months of
age in different rat brain regions, mainly in the cortex and in the striatum, where
enzyme activity increased three-fold during the period studied. 1t could be possible
that the increased KYNA levels in aging confer to the brain resistance to neurotoxic
damage since striatal injection of QUIN in old rats showed reduced susceptibility to
toxicity of QUIN [36].
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In humans, Heyes et al. [22] observed higher CSF levels of KYNA and KYN in
older control subjects. Similarly, KYNA levels were evaluated in the CSF and serum
in a group of human subjects without detectable neurological disease with a range
of age between 25 and 74 years. Subjects under 50 years of age showed lower
KYNA levels in CSF compared with subjects over 50 years (around 2.86 fmol/uL
and 4.09 fmol/uL. respectively ). while no differences on KYNA levels were found
in the serum. The 1ncrease in KYNA levels was not related with KAT-1 or KAT-11
activities. In the same samples. KYNA levels were correlated with IgG and f--
microgobulin levels {(a marker of activation of immune cells) [24]. Elevated KYNA
metabolism may be involved in the hy pofunction of the glutamatergic and/or nico-
tinic cholinergic neurotransmission in the CNS of aging humans, Experimental
studies show that reductions in hippocampal K'YNA constitute an effective strategy
for cognitive improvement [37]. This approach might be especially useful in the
treatment of cognitive impairment associated with increased brain KYNA levels as
in aging.

Miaztal et al. [38] infused QUIN intracerebrally in rats for 2 weeks observing
deficits in memory which resembles the cognitive impairment observed in aging.
This observation was accompanied by neuronal loss from the forebrain. These
findings are in accordance with results found by Moroni and colleagues who
observed increased kynurenines levels in the CSF and brain in older animals sug-
gesting that the metabolites are involved in the aging process [27. 30]. Different
glvcine-site antagomists of NMDAr (e.g., KYNA) have also been administered in
rats and can result in both impaired working memeory [3Y] and improved recogni-
tion memory [40].

Conclusion

In the aging process, KP metabolism shows characteristic pattens of changes
throughout the lifespan, which has the capacity to impact cellular functions either
by their own properties or by the NAD* availability. Modulation in KP metabolism
could be considered a target to alter or minimize age-associated cellular degenera-
tive changes. Furthermore, better understanding of the involvement of KP metabo-
lism in aging may help design additional strategies with the potential to improve the
aging process. Other possibilities would be the use of KP metabolites as biomarkers
at different levels. in peripheral fluids, and at central levels, in order to prevent or
detect some diseases or imbalances between them. It would be necessary to begin in
different populations and different diseases in order to count with level ranges.
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