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RESUMEN

El acido kinurénico (KYNA), un metabolito derivado del catabolismo del
triptéfano(Trp), tiene un rol importante en procesos cognitivos normales y
patolégicos, a través de su antagonismo sobre los receptores a-7-nicotinicos
y NMDA. KYNA es producido a partir de kinurenina por via no enziméatica
mediante su oxidacion, o bien, a través de una transaminacion irreversible
catalizada por las kinureninas aminotransferasas. En el cerebro de
mamiferos, la enzima kinurenina aminotransferasa Il (KATII), es la principal
enzima responsable de la producciéon de KYNA, constituyendo un blanco de
interés farmacologico para intervenciones pro- cognitivas. La N-
acetilcisteina (NAC), un farmaco permeable a la barrera hematoencefalica,
posee efectos pro-cognitivos atribuidos principalmente al incremento de los
niveles endégenos de glutation (GSH) en cerebro. El objetivo del presente
estudio se centré en determinar el efecto del antioxidante y precursor de
glutation N-acetilcisteina sobre los niveles cerebrales de KYNA como
posible mecanismo neuromodulador de los efectos pro-cognitivos
atribuidos a estefarmaco. Nuestros resultados arrojan que NAC, y no GSH,
inhibe la actividad deKATII en homogenados de cerebro de rata con una Clsg

de ~ 2 mM. NAC tambiéninterfiri6 con la formacion de novo de KYNA en
rebanadas corticales de cerebro de rata y es un inhibidor competitivo para la
enzima recombinante humana KATII (Ki:450 uM). Adicionalmente, mediante
microdialisis en la corteza media prefrontal (MPFC) se demostr6é que la
administracion de NAC (500 mg/kg, i.p., 120 y 60 min antes de la
administracién de kinurenina (50 mg/kg; i.p.) reduce la sintesis de KYNAen
~50%. Ademas mediante una administracién subcrdonica de NAC (100
mg/kg,i.p./dia por 7 dias) examinamos si modificaba los niveles de KYNA
cerebral y el rendimiento cognitivo en ratones FVB. Se determinaron
marcadores redox, niveles de KYNA, y la actividad de KATIIl cerebrales.
También se determiné el efecto ex vivo de NAC en el catabolismo del Trp
en rebanadas corticales. Finalmente, se evalué la memoriay el aprendizaje
con y sin un reto agudo con L-kinurenina (Kyn;100 mg/kg). En el tejido
cerebral, la administracion subcronica de NAC protegio del dafio ante un
desafio pro-oxidante agudo, redujo los niveles y la sintesis de KYNAYy la
actividad de KATIlI y mejoré la memoria en condiciones basales y después
deltratamiento con Kyn. En conjunto, estos resultados sugieren que NAC
ejerce sus efectos neurobioldgicos en parte reduciendo la sintesis de KYNA
al inhibir a la KATTII y también indican que el tratamiento subcrénico de
NAC mejora la memoria a través de la reduccion de los niveles cerebrales
de KYNA, lo que sugiere que los efectos de NAC en la neurotransmision
glutamatérgica y colinérgica es a través de la modulacion de este
metabolito.



ABSTRACT

The tryptophan metabolite kynurenic acid (KYNA) may play an important
role in normal and abnormal cognitive processes, most likely by interfering
with a-7 nicotinic and NMDA receptor function. KYNA is formed from its
immediate precursor kynurenine either by non-enzymatic oxidation or through
irreversible transamination by kynurenine aminotransferases. In the
mammalian brain, kynurenine aminotransferase Il (KAT II) is the principal
enzyme responsible for the synthesis of rapidly mobilizable KYNA, and
therefore constitutes an attractive target for pro- cognitive interventions. N-
acetylcysteine (NAC), a brain-penetrant drug with pro- cognitive efficacy in
humans, has been proposed to exert its actions by increasingthe levels of the
antioxidant glutathione (GSH) in the brain. The aim of the presentstudy was
to determine the effect of the antioxidant and glutathione precursor N-
acetylcysteine on brain levels of KYNA as a possible neuromodulatory
mechanismmediating the pro-cognitive effects attributed to this drug. We report
here that NAC, but not GSH, inhibits KAT Il activity in brain tissue
homogenates from rats with ICsovalues in the high micromolar to low millimolar
range. With similar potency, the drug interfered with the de novo formation of
KYNA in rat brain slices, and NAC was a competitive inhibitor of
recombinant human KAT Il (Ki: 450 pM). Shown bymicrodialysis in the
prefrontal cortex of rats treated with kynurenine (50 mg/kg, i.p.), peripheral
administration of NAC (500 mg/kg, i.p., 120 and 60 min before the
application of kynurenine) reduced KYNA synthesis by ~50%. Then, we
examinedif repeated systemic administration of NAC influences brain KYNA
and cognitive performance in mice. Animals received NAC (100 mg/kg, i.p.)
daily for 7 days. Redox markers, KYNA levels, and KAT Il activity were
determined in the brain. We also assessed the effect of repeated NAC
treatment on Trp catabolism using braintissue slices ex vivo. Finally, learning
and memory was evaluated with and withoutan acute challenge with KYNA's
bioprecursor L-kynurenine (Kyn; 100 mg/kg). Subchronic NAC
administration protected against an acute pro-oxidant challenge,decreased
KYNA levels, and lowered KAT Il activity and improved memory both under
basal conditions and after acute Kyn treatment. In tissue slices from these
mice, KYNA synthesis from Trp or Kyn was reduced. Together, these results
suggest that NAC exerts its neurobiological effects at least in part by
reducing cerebral KYNA formation via KAT Il inhibition and indicate that
prolonged treatment with NAC may enhance memory at least in part by reducing
brain KYNA levels thus modulating the glutamatergic and cholinergic
neurotransmission.
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1.INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 VIA DE LAS KINURENINAS

El metabolismo del aminoacido esencial triptéfano da lugar a una gran
diversidad de moléculas bioactivas entre las cuales el neurotransmisor
serotonina es la masreconocida. Sin embargo, en el Sistema Nervioso Central
(SNC) menos del 1% del catabolismo del triptéfano (Trp) es utilizado para la
produccién de serotonina o bien, para la sintesis de proteinas; el resto, que
representa alrededor del 95% es degradado principalmente mediante la via
de las kinureninas (VK) (Schwarcz et al., 2012). La VK se encuentra presente
en humanos, roedores, asi como en otros mamiferos. Los metabolitos
derivados de esta via, las kinureninas, se generan gracias a la accién de
distintas enzimas que se localizan principalmente en cerebroe higado, sin
embargo, también se encuentran presentes en células del sistema inmune,

intestino y masculo (Savitz, 2020).

La VK es particularmente relevante para la generacion de energia celular
ya que mediante esta via se lleva a cabo la biosintesis del cofactor
enziméatico nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD™). Este cofactor participa
en reacciones de Oxido-reduccion al interior celular permitiendo el intercambio
y transferencia de electrones para la generacion de energia por fosforilacion
oxidativa. Sin embargo, antes de generar este producto final, la VK produce
una serie de metabolitos neuroactivos intermediarios denominados
kinureninas: kinurenina (KYN), &cido kinurénico (KYNA), 3-
hidroxikunurenina (3-HK), &cido picolinico (PIC) y &cido quinolinico (QUIN)
(Pérez-De La Cruz etal., 2007; Schwarcz et al., 2012; Vécsei
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et al., 2013). La evidencia con la que se cuenta hasta el momento indica
gue encerebro, la VK esta compartimentalizada en células de la microglia
y astrocitos (Schwarcz et al., 2012).
1.1.2 Regulacién de la VK
La regulacion de esta via comprende la accidn especifica de
distintas enzimas. Existen dos enzimas distintas capaces de iniciar el
catabolismo del Trpa través de la VK: la triptéfano dioxigenasa (TDO)
localizada en higado y la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) localizada
principalmente en cerebro, ambascatalizan la apertura oxidativa del anillo
inddlico del L-triptéfano produciendo N- formil kinurenina (figura 1).
Posteriormente, la N-formil kinurenina estransformada a L-kinurenina (L-
KYN) mediante hidrélisis catalizada por la enzima L-KYN formamidasa;
siendo L-KYN el precursor inmediato de tres enzimas distintas:
kinureninasa (formando acido antranilico (AA), Km= 1000 uM), kinurenina
monooxigenasa (KMO; formando 3-HK, Km= 14-25 uM) y kinurenina
aminotransferasa (KAT; formando KYNA, por transaminacion irreversible,
Km=960-4700 uM). Descendiendo en la via hacia la formacion de NAD*,
3HK sufreuna reaccion de hidrolisis mediada por la kinureninasa (Km= 77
uM) para formaral 4cido 3-hidroxiantranilico (3-HA) (Fujigaki et al., 2017;
Guidetti et al., 1997; Thomas & Stocker, 1999). Posteriormente, la enzima
3-hidroxiantranilato dioxigenasa (3-HAO, Km= 2-3.6 uM) abre el anillo de
3-HA para producir un intermediario inestable (2-amino-3-
carboximuconato semialdehido) que es transformado inmediatamente a
QUIN. Finalmente, el QUIN es transformado aNAD+ mediante la accidn

de la enzima quinolinato fosforibosil transferasa (QPRT, Km= 21.6 uM)
4



localizada en astrocitos (Schwarcz et al., 2012).
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Por otro lado, es importante mencionar que en el SNC sélo el 40% de la
produccion de L-KYN -el precursor limitante de la via- es producido
localmente,mientras que el 60% restante proviene de la periferia y es

aprovechado principalmente por las células gliales una vez que éste

atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) (Vécsei et al., 2013)



A nivel del SNC, la importancia de la VK radica en la dualidad de sus
funciones; es por ello que a menudo para su descripcién es dividida en dos
ramasprincipales: la "neuroprotectora”, cuando se dirige hacia la formacién de
KYNA y la "neurotoxica”, cuando se produce QUIN (Amori et al., 2009). De
hecho, el cociente de concentracion QUIN/KYNA ha mostrado guardar
correlacion con distintas enfermedades neurodegenerativas y desordenes
psiquiatricos (Amori et al., 2009).A partir del descubrimiento de la accién de
estos metabolitos sobre la neurotransmisién colinérgica, glutamatérgica,
dopaminérgica y gabaérgica diversos estudios se han enfocado en el
desarrollo de farmacos, principalmente inhibidores enziméticos, que
permitan la modulacion de sus niveles (Dijkman, 2010; Lovelaceet al., 2017;

Schwarcz et al., 2012; Stone & Darlington, 2002).

La evidencia que existe acerca de los mecanismos enddgenos de regulacion
de lavia, en especial, sobre la produccion local de estos dos principales
metabolitos es limitada. Ademas, la investigacibn en torno a estos
mecanismos a nivel del SNC casi siempre se deriva de estudios en
contextos patoldgicos; por lo que, los mecanismos de regulacién que
suceden en condiciones normales no han sido esclarecidos. Dado el perfil
neuroactivo de varias de las kinureninas que conforman la via, la regulacion
de sus niveles en el SNC ha sido sugerida como un posible blanco de
intervencion farmacoldgica. Sin embargo, para dilucidar estos mecanismos,
es necesario centrarnos en cada una de las ramas de la via por separado;
dada la importancia fisioldgica ampliamente reportada para KYNA, el

enfoque de este proyecto se dirige especificamente en este metabolito.



1.2 ACIDO KINURENICO

KYNA fue uno de los primeros metabolitos de la VK en ser descritos;
su importancia fisiolégica radica en su capacidad para actuar como
antagonista dereceptores ionotrépicos (ICso: 0.01-400 uM) involucrados en
procesos de neurotransmisiéon esenciales para el proceso cognitivo

(Perkins & Stone, 1982; Stone, 1993; Stone & Darlington, 2013).

1.2.1 VIAS DE SINTESIS DE KYNA
1.2.2 VIA CANONICA DE FORMACION DE KYNA POR LAS KATs

El KYNA en cerebro es sintetizado en los astrocitos a partir de L-
kinurenina principalmente proveniente del torrente sanguineo y liberado
rapidamente hacia el medio extracelular mediante los transportadores de
aniones organicos OAT1y OAT 3 (Swartz et al.,1990; Ful6p et al., 2009; Uwai
et al., 2012). La transformacién dekinurenina a KYNA es principalmente
atribuida a la transaminacion irreversible deeste precursor por accion de las
enzimas KAT 1|y Il, localizadas preferencialmenteen las células gliales
(Guidetti et al., 1997; Pellicciari et al., 2008). En SNC es la isoforma KAT Il
la principal enzima responsable de esta reaccion dado que su pHOptimo se
encuentra dentro del rango fisiologico (pH 7.4) a diferencia de la KAT I(pH
9.6) (Guidetti et al., 1997). Ambas enzimas poseen una baja afinidad por su
sustrato (LmM) en comparacion a la KMO quien posee el valor mas bajo de Km
(78 uM) y con ello mayor afinidad por la kinurenina dirigiendo asi la VK hacia
la formacion de NAD+ (Han et al., 2009; Kiss et al., 2003; Passera et al.,
2011) por loque en esta ruta de formacion, la tasa de sintesis de KYNA esta
regulada por la disponibilidad de kinurenina.
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LA VIA CANONICA DE FORMACION DE KYNA OCURRE EN ASTROCITOS

Dada la baja permeabilidad de KYNA para atravesar la BHE, éste debe
producirse localmente en el SNC (figura 2). Los astrocitos expresan de manera
predominante a la enzima KATII aunque también se encuentra presente la
isoforma KATI. Desde su caracterizacion, se observo que KATII se distribuye
en el citosol de las célulasastrociticas con proximidad a las sinapsis
glutamatérgicas (Gramsbergen et al., 1997; Moroni et al., 2012; Schwarcz
et al., 2012) (figura 2); sin embargo, datos recientes han evidenciado que
también se localiza en mitocondria, membrana plasmética, peroxisomas y
nucleo (Gosker et al., 2019; Huang et al., 2020; Tarasov et al., 2020; Tanaka
et al., 2020).

Para la sintesis de KYNA, L-KYN es internalizado en astrocitos a través del
transportador de aminoacidos neutros independiente de Na*, mientras que
su liberacion y formacion disminuye en presencia de estimulos despolarizantes
como concentraciones elevadas de K*, agonistas de receptores de glutamato
(Glu) o bajo condiciones hipoglicémicas (Gramsbergen et al., 1997;

Schwarcz et al., 2012b) (figura 2).
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de la via estan fisicamente segregadas. Los astrocitos albergan a las kinureninas aminotransferasas
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de: Schwarcz et al., 2012. Nat. Rev Neurosc.

1.2.3 VIA ALTERNATIVA DE FORMACION DE KYNA POR ERO/ERN

Existe evidencia que apoya la interaccidn directa entre las especies reactivas
deoxigeno/especies reactivas de nitrogeno (ERO/ERN) y derivados inddlicos
especialmente aquellos con substituciones alifaticas en la posicion 3-, como
ocurre en especifico con el Trp (Peyrot & Ducrocq, 2008). Politi en 1991, describe
una ruta alternativa de formacion de KYNA en la que, una vez ocurrida la
transaminacion oxidativa del Trp, el derivado indol-3-piravico resultante es
oxidado por ERO dando lugar a un intermediario inestable que sufre ciclizacion

espontanea y forma KYNA(Politi et al., 1991).
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Por otro lado, Zsizsik & Hardeland en 2002 demuestran que la
produccionde KYNA a partir de L-KYN en homogenados de Lingulodinium
polyedrum, incrementa considerablemente en presencia de paraquat (aceptor
de &y formador de perdxido de hidrégeno (H20:2) y anion superoxido (O2™))
y carbonil-cianuro-m- clorofenilhidrazona (CCCP; generador de H20: y
desacoplante de la fosforilacion oxidativa), el incremento oscila entre el 53%
para el primero y 65% para el segundo, respecto a los controles (Zsizsik &
Hardeland, 2002). La interaccién directa ERO/ ERN con los derivados del
Trp se ve reflejada en su eficiencia comoatrapadores de radicales hidroxilo
(OHe) vy radicales peroxilo (ROOQe-), ello favorecesu propia oxidacion y la
interaccion con otros radicales y ERO como O™, radicaloxido nitrico (ONs) y
peroxinitrito (ONOO") (Lugo-Huitron et al., 2008). Ademas, es importante
mencionar que a pH fisiolégicos y una baja concentracién de didéxido de
carbono (COy), el ONOO" reacciona con el N-acetil-Trp, produciendo
principalmente kinureninas y derivados 1-nitrosos (Gonzalez-Esquivel et al.,
2017; Peyrot & Ducrocq, 2008; Reyes-Ocampo et al., 2014).
Adicionalmente, en 2015 resultados de nuestro grupo de laboratorio
comprobaron un incremento significativo en la formacion de KYNA a partir de
D-KYN y L-KYN en presencia de ONOO". Enlos experimentos in vitro se
observé que el tratamiento con ONOO™ de homogenados de cerebelo
incrementa en ~ 286.14% los niveles de KYNA usandoL-KYN como sustrato
y 282.38% a partir de D-KYN. Experimentos de microdialisisin vivo mostraron
gue la infusion de peroxinitrito en cerebelo de rata incrementa los niveles de
KYNA en ~ 285.63% a partir de L-KYN y ~ 151.9% a partir de D-KYN

(Blanco Ayala et al., 2015).
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1.3 PROPIEDADES DE KYNA

1.3.1 PROPIEDADES NEUROMODULADORAS

KYNA puede actuar selectivamente como antagonista competitivo en los
receptores N-metil-D-aspartato (rNMDA) para Glu (uniéndose al sitio para Glu:
ICs0 300uM 0 en el sitio co-agonista para glicina: ICso 10-30uM), sin
embargo, a concentraciones fisioldégicas (50-100 nM) (Moroni et al., 2012)
resulta mas eficiente como blogueador no competitivo para el receptor a-7-
nicotinico (a7nACh,ICso 1-8uM) (Hilmas et al., 2001; Trevor W. Stone &
Darlington, 2013) (figura 2). KYNA ejerce acciones anticonvulsivas y
antiexcitotoxicas (Fujigaki et al., 2017; Varnier et al.,1999; Viu et al., 1998),
estas propiedades neuroprotectoras se le atribuyen principalmente a su
antagonismo sobre los receptores para aminoacidos excitadores. Reportes
en estriado sugieren gque el incremento en los niveles de KYNA resulta en
una marcada reduccién de los niveles de Glu (Amori et al., 2009; Pocivavsek
et al., 2011), este efecto se ha atribuido a un mecanismo dependiente de
los a7nACh, provocando posteriormente un descenso en los niveles
extracelulares de dopamina (DA) (Amori et al., 2009); esto sugiere un rol
importante tanto en la transmision glutamatérgica como en la

dopaminérgica.
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Figura 3. Principales blancos celulares y moleculares de KYNA. KYNA acttia como antagonista
de los receptores NMDA y a7nACh incidiendo asi en la neurotransmision glutamatérgicay colinérgica.
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KYNA-GPR35 favorece su infiltracion al SNC. La interaccion de KYNA con AhR tiene un papel
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1.3.2 PROPIEDADES REDOX

KYNA también ha mostrado propiedades antioxidantes al ser un eficiente
atrapador de radicales libres (RL) y ERO. Evidencia obtenida a través de
ensayos de quimica combinatoria (sin tejido, sélo la combinacién de la
ERO/RL y KYNA en buffer fisiolégico) han demostrado que KYNA puede
actuar como atrapador de O2", OHs y ONOO" (Christen et al., 1990; Goda et
al., 1999; Lugo-Huitrén et al., 2008; Pérez-Gonzélez et al., 2015; Poeggeler et

al., 1999) (Figura 3, Tabla 1).

En paralelo, andlisis cinéticos computacionales predicen que KYNA es 24
veces mas eficiente que el antioxidante Trolox para atrapar el radical
hidroperoxilo («OOH) (Pérez-Gonzélez et al., 2015). Se ha propuesto que
el mecanismo mediante el cual KYNA puede ejercer estas propiedades

atrapadoras es a travésde su propia autooxidacion y asi dar lugar al

atrapamiento de dos -OH y Oz~ paradar lugar a 2-hidroxicromanona vy al
6xido nitrico (ON) (Giles et al., 2003; Poeggeler et al., 1999; Zsizsik &
Hardeland, 2002) (figura 3, Tabla 1). Aunado aestas observaciones, Giles y
colaboradores han mostrado resultados obtenidos a través del andlisis del
perfil redox de KYNA que sugieren que puede actuar comoun agente
reductor in vivo capaz de ceder electrones y de este modo ejercer un

control del ambiente redox celular (Giles et al., 2003).
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Tabla 1. Acciones de KYNA sobre receptores y ERO/ERN.

Receptor Sitio de unién Accion ECso (UM) Referencias
AMPA/NMDA/Kainato Glutamato Antagonismo 100-400 Perkins and Stone (1982)
and Ganong et al. (1983)
(competitivo)
NMDA Glutamato Antagonismo 10-30 Birch et al. (1988) and
(competitivo) Kessler et al. (1989)
Autoreceptor NMDA Glutamato/ Antagonismo 0.01-1 Luccini, Musante, Neri,
glicina (competitivo) Raiteri, and Pittaluga
(2007)
a7nAChR Sitio de Antagonismo 1-8 Hilmas et al. (2001)
potenciacion (no-competitivo)
alostérica
AMPA Glutamato Agonismo 10 Prescott, Weeks, Staley,
and Partin (2006)
GPR35 Desconocido Agonismo 0.1-30 Wang et al. (2006)
AhR Agonismo 1-2 DiNatale et al. (2010)

Desconocido

Capacidad atrapadora de Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno

ERO / ERN ICs0 (UM) Referencia
*OH 209.0+7.4 Lugo-
Huitrén
etal.
(2011),
Hardela
nd
& Zsizsik (1999)
(2001)
o 2123+11.4
ONOO" 598.4 £ 74.8

MODIFICADO DE (POCIVAVSEK ET AL., 2016). CAPITULO EN HANDBOOK OF BEHAVIORAL
NEUROS CIENCE
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1.4 KYNA EN COGNICION

La VK y las kinureninas que produce tienen una compleja relacion
con el proceso cognitivo, especialmente en contextos patolégicos como
aquellos presentes en desoérdenes psiquiatricos o enfermedades
neurodegenerativas. Lasfluctuaciones en estos metabolitos -que implican
tanto el incremento como la disminucion de estos- han sido relacionadas
con un desempefio cognitivo deficiente.

Particularmente, las fluctuaciones de KYNA han demostrado tener un efecto
importante sobre las concentraciones y la liberacion de los neurotransmisores
talescomo Glu, DA y acido y-aminobutirico (GABA). Experimentalmente,
se ha comprobado que la administracién local de concentraciones
nanomolares de KYNA en cerebros de roedores, o bien, su estimulacion a
través de la administracion sistémica de su precursor kinurenina o a través
de la inhibicion sistémica de KMO(la enzima responsable de dirigir la via a
la produccion de QUIN y NAD™) resultasistematicamente en una reduccion
substancial (30-50%) en los niveles extracelulares de Glu en distintas areas
cerebrales incluyendo al estriado, el hipocampo y la corteza prefrontal
(Schwarcz, 2016; Wonodi et al., 2011). De manera contraria, cuando la
sintesis de KYNA es reducida a través de la aplicacion local de un inhibidor de
KATII (la enzima principal para su biosintesis) los nivelesde Glu incrementan
rapidamente. La especificidad de este fendmeno se comprob6 en este mismo
contexto mediante la co-administracion de KYNA la cual neutralizéel efecto
de la inhibicién de KATII sobre los niveles de Glu (Konradsson-Geuken etal.,

2010; Pocivavsek et al., 2011a; Wu et al., 2010).
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Las fluctuaciones en los niveles de KYNA, principalmente mediante
manipulacion farmacolégica, han demostrado no sélo afectar a los niveles
de Glu sino también tener efectos muy similares cuantitativa vy
cualitativamente sobre los niveles de DA (Rassoulpour, Wu, Ferre, &
Schwarcz, 2005), GABA (Beggiato et al., 2013, 2014) y acetilcolina
(Zmarowski et al., 2009) (Tabla 2). En roedores adultos,la estimulacion de la
sintesis de KYNA (mediante la administracién de su precursor kinurenina)
provoca un incremento de sus niveles cerebrales endégenos que parten desde
concentraciones nanomolares a micromolares; esta elevacion en KYNA se
traduce en un amplio espectro de déficits cognitivos que tienen el potencial
de sertraducidos al contexto humano. Existe una evidencia experimental
robusta acerca de las afectaciones que provoca la elevacion -incluso
transitoria- de KYNA en el desempefio cognitivo deroedores en modelos
distintos. La manipulacion farmacoldgica de KYNA se lografacilmente con
la administracion del precursor kinurenina que induce un rapido y
consistente incremento en los niveles de KYNA cerebrales. La
administracion aguda de kinurenina (100 mg/kg, i.p.) eleva los niveles
cerebrales de KYNA, alrededor de 37 veces con respecto a sus niveles
basales; es decir, que una solaadministracion de kinurenina incrementa los
niveles de KYNA a concentracionesmicromolares (~0.5 puM) (Chess et al,
2009). Estos incrementos moderados de KYNA son suficientes para inducir
alteraciones en el sistema sensorial auditivo (Shepard et al, 2003)
incluyendo al mecanismo denominado inhibicion previa al pulso (Erhardt et
al, 2004) ademds, son capaces de inducir alteraciones en la flexibilidad

cognitiva mediada por la corteza prefrontal (Alexander et al, 2012), enla
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memoria y aprendizaje contextual mediada por el hipocampo
(Pocivavsek et al., 2011) asi como en la memoria de trabajo y memoria en
un paradigma de miedocontextual (Chess et al., 2009; Chess et al, 2007;
Vunck et al., 2020). La mayoriade estas alteraciones han sido atribuidas
indirecta o directamente a la accion inhibitoria que KYNA ejerce sobre los
receptores a7nACh, ya que varias de estasalteraciones son neutralizadas al
administrar un agonista para estos mismos receptores (Alexander et al.,
2012; Vunck et al., 2020). Adicionalmente, respaldando la existencia de una
relacion funcional entre KYNA y los procesos cognitivos, se ha
documentado que los roedores deficientes de la enzima KMO
caracterizados por presentar niveles elevados de KYNA en cerebro
presentan ansiedad y déficits en la memoria contextual (Giorgini et al., 2013).
Se ha sugerido, que estas alteraciones podrian estar relacionadas con una

disfuncién de la neurotransmisién dopaminérgica.

Por otro lado, la disminucion en los niveles cerebrales de KYNA ha sido
asociada a efectos pro-cognitivos. Por ejemplo, los ratones nulos para la
enzimaKATIl presentan un mejor desempefio en un variado niumero de
evaluaciones cognitivas que incluyen distintos paradigmas conductuales
(exploracion y reconocimiento de objeto novedoso, evaluacion de evitacion
pasiva y discriminacion espacial) en donde se evallo principalmente la
memoria contextualy espacial, procesos cognitivos dependientes en gran
medida del circuito mediado por hipocampo (Potter et al.,, 2010).
Adicionalmente, se caracterizé que estos ratones presentan niveles elevados
de DA extracelular en estriado (Wu et al., 2007) y un incremento en los niveles

de Glu en el hipocampo. En conjunto, estos estudios han establecido las bases
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para establecer una relacion causal entre la reduccionde los niveles de
KYNA y un mejor desempefio cognitivo, asi como un amplio espectro de
déficits cognitivos cuando estos niveles estan incrementados. De talmanera

gue KYNA funciona como un neuromodulador bidireccional en el SNC.
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Tabla 2. Administracion prolongada de Kinurenina: Efectos conductuales y cognitivos.

Tipo de Edad de Edad de Paradigma conductual Resultado Especie Ref.
administracion manipulacion evaluacién
Mezclado en la ED15-22 PD56 Aprendizaje espacial y Déficit Rata Pocivavsek,
comida memoria de referencia Thomas, et
(100 mg/ dia) al. (2014)
Aprendizaje contextual por Déficit
evitacion-pasiva
Mezclado en la ED15-22 PD56 Prueba de atencién por Déficit Rata Pershing et
comida cambio de set al. (2015)
(100 mg/ dia)
Mezclado en la ED15-22 PD35 Memoria de miedo Sin efecto Rata Pershing et
comida condicionado contextual al. (2014)
(100 mg/ dia)
PD56 Déficit
Mezclado en la ED15-22 PD56 Memoria de trabajo Déficit Rata Vunck,
comida Demora en no-coincidir con Phenis,
(100 mg/ dia) la posicion inicial Tseng,
Schwarcz,
and Bruno
(2014)
Mezclado en la ED15-22 PD56 Memoria espacial y de Déficit Rata Pocivavsek
comida referencia etal. (2012)
(100 mg/ dia)
Aprendizaje contextual por
evitacion-pasiva
Mezclado en la ED15-21 PD56 Prueba de atencién por Déficit Rata Alexander
comida cambio de set etal. (2013)
(100 mg/ dia)
IP PD7-10 PD70 Comportamiento Social Déficit Rata laccarino et
(100 mgrkg) al. (2013)
P PD7-16 PD90 Actividad locomotora Déficit Ratén Liuetal.
(100 mg/kg) inducida por anfetamina (2014)
IP PD27-35 PD61 Comportamiento Social Déficit Rata Trecartin
(100 mg/kg) and Bucci
PD61 PD84 Sin efecto (2011)
P PD27-35 PD61 Memoria de reconocimiento Déficit Rata Akagbosu
(100 mg/kg) de objeto novedoso etal. (2012)
Memoria contextual por Déficit
condicionamiento al miedo
Condicionamiento al miedo Sin efecto
después de una sefial
especifica
IP PD27-35 PD61 Valor motivacional mediante Incremento Rata DeAngeli et
(100 mg/kg) seguimiento de sefales al. (2015)
Mezclado en la PD42-49 PD85 Aprendizaje espacial y Sin efecto Rata Pocivavsek,
comida memoria de referencia Thomas, et
(100 mg/dia) al. (2014)
Aprendizaje contextual por Sin efecto
evitacién-pasiva
Nilsson,
1P . P Linder
(20 mg/ Adulto Adulto Inhibicién de pre-pulso Déficit Rata holm,
kg/ dia) and
Erhar
dt
(2006
)
Olsso
P Actividad locomotora . . n,
(100 Adulto Adulto inducida por anfetamina Déficit Raton Larss
mg/kg on,
) and
Erhar
dt
(2012)

ED: Etapa de desarrollo embrionario; PD: Dia postnatal; IP: Intraperitoneal. Modificado de Pocivavsek et al.,
2016.Capitulo en Handbook of Behavioral Neuroscience.
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1.5 IMPORTANCIA DE KYNA EN LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS Y DESORDENES PSIQUIATRICOS

Dada su accion sobre los receptores NMDA y a7nACh, y a su capacidad
como atrapador de RL y ERO, las variaciones en los niveles de KYNA se
han ligado a distintas patologias y enfermedades neurodegenerativas
(Moroni et al., 2012; Potter et al., 2010; Raju et al., 2007; Réus et al., 2015;
Vamos et al., 2009).

Un aumento en los niveles de KYNA ha sido asociado con efectos
antiepilépticos(Erhardt et al, 2007; Foster, Vezzani et al., 1984; Rézsa et al,
2008), alteraciones cognitivas (Koola, 2016; Pocivavsek et al., 2011) ,
psicosis y esquizofrenia(Dijkman, 2010; Erhardt et al, 2003; Erhardt et al.,
2007; laccarino et al, 2013; Koola,2016), Alzheimer (Lovelace et al., 2017;
Moroni et al., 2012), asi como a Esclerosis Lateral Amiotrofica (Watzlawik et
al., 2016).Mientras que, un descenso en los niveles de KYNA ha sido
reportado en enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson y
Huntington (Pérez-DelLa Cruz et al., 2007; Vécsei et al., 2013; Zadori et al,
Vécsei, 2011). Por ejemplo,en la enfermedad de Huntington (EH), los niveles
de KYNA son préacticamente nulosen el nucleo caudado resultado de la
reducida actividad de KAT |y Il en el estriadode cerebros de pacientes con
esta enfermedad. La reduccién de la actividad de las KATs aunado a la
incrementada actividad de la IDO/TDO en pacientes con EH dirige la VK
hacia la formacion de QUIN dando lugar a eventos de estrés oxidantey

excitotoxicidad (Stone & Darlington, 2013).
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En etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer, los niveles de KYNA,
asi como la expresion de las KATs han demostrado una tendencia a
incrementarse como respuesta de compensacion por los altos niveles de
QUIN (Baran et al., 1999). Por otro lado, también se ha demostrado que a
medida que la enfermedad progresa, los niveles de KYNA disminuyen, ya
gue se ha sugerido que la formacion de KYNA depende del metabolismo
energético, mismo que se encuentra alterado en las etapas tardias de la EA; lo
gue explicaria los cambios en los niveles de KYNA conforme al progresode
la enfermedad (Baran et al., 1999). En el caso de la enfermedad de
Parkinson, los niveles incrementados de 3-HK, ponen de manifiesto la
tendencia de la VK enesta patologia a favorecer la sintesis de 3-HK a partir
de L-KYN sobre la de KYNA, caracteristica que a su vez, puede ser
responsable de la susceptibilidad que presentan las neuronas de estos de

estos pacientes al dafio oxidativo (Zinger et al., 2011).

Finalmente, en la esquizofrenia (Figura 4), en donde la reduccion de la
actividad de los receptores tipo NMDA es una de las caracteristicas mas
recurrentes, se ha reportado un incremento en los niveles de KYNA tanto en
liquidocefalorraquideo como en tejidos cerebrales post mortem (corteza cingular
y frontal) de pacientes; ademés de una reduccién en la actividad de la KMO,
la enzima encargada de dirigir la VK hacia la formacion de QUIN, de tal modo
que la sintesisde KYNA limitada por la afinidad y la disponibilidad por L-KYN
es favorecida (Schwarcz et al., 2012 Schwarcz, 2016;). Adicionalmente, las
alteraciones en los niveles de Glu, DA y acetilcolina (Ach) que son de la
esquizofreniapodrian también ser explicadas por la accion de KYNA sobre los
receptores a-7-nicotinicos (Erhardt et al., 2003; Erhardt et al., 2007; Schwarcz

etal., 2012) 22
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Figura 4. Modelo simplificado de la psicosis inducida por KYNA. Las interneuronas corticales
GABAérgicas normalmente ejercen un tono inhibitorio en las neuronas piramidales glutamatérgicas
que proyectan al area ventral tegmental (VTA) y modulan la neurotransmision dopaminérgica. La
produccion excesiva de KYNA en astrocitos puede causar la hipofuncién del receptor NMDA en las
interneuronas corticales GABAérgicas, provocando una reduccién en la neurotransmision
GABAérgica asi como la desinhibicion de las proyecciones glutamatérgicas corticales.
Tedricamente, esta actividad glutamatérgica anormalmente incrementada provoca la sobreactivacion
de la via dopaminérgica mesolimbica y la liberacion excesiva de dopamina en el estriado ventral,
finalmente dando lugar al desarrollo de eventos psicéticos. Modificado de: Savitz, 2019, Mol.
Psychiatry.

1.6 SISTEMAS ANTIOXIDANTES: POTENCIALES REGULADORES DE LA VIA
ALTERNATIVA DE FORMACION DE KYNA POR INTERACCION DIRECTA
CON ERO/ ERN

La cantidad excesiva de ERO/ERN o radicales libres necesita ser
controlada a través de su conversibn a moléculas inocuas o bien,
atrapandolas justo después de su formacion. El conjunto de estos
mecanismos protectores constituye el sistema de defensa antioxidante cuyo
objetivo es prevenir el dafio celular por RL y ER que pueden estar
relacionadas con enfermedades neurodegenerativas y en general, a las

caracteristicas propias del envejecimiento.
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El objetivo principal de los sistemas antioxidantes es entonces, mantener la

homeostasis redox en el organismo.

Dentro de los sistemas antioxidantes enddgenos, destacan la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa, aldehido deshidrogenasa
y sulforedoxina, todos pertenecientes a la clase de sistemas antioxidantes
enzimaticos; por otra parte encontramos al glutation (GSH) dentro de los
sistemas antioxidantes enddgenos no enzimaticos y el cual representa la

defensa antioxidante méas importante en el SNC (Birben et al, 2012).

1.6.1 SISTEMA ANTIOXIDANTE GLUTATION

El sistema antioxidante glutatibn esta constituido basicamente por la forma
reducida de glutation (GSH), la enzima glutatién reductasa, encargada de
mantener el estado reducido de GSH una vez que éste ha sido oxidado,
y la glutationperoxidasa, encargada de eliminar peroxidos usando como
agente reductor a GSH. EI GSH es un tripéptido formado por acido glutamico,
cisteina (Cys) y glicina (Gly)

, Y es la fuente mas abundante de tioles libres al interior de las células
(Dringen, 1999). Su sintesis implica la union de estos aminoacidos y
comienza con la acciénde la y-glutamil-cisteina sintetasa 6 y-glutamil-cisteina
ligasa (GCL) que cataliza la formacion de y-glutamil-cisteina utilizando a
Glu y Cys como sustratos. Posteriormente, la y-glutamil-cisteina es unida
a glicina por la accion de la glutation sintetasa, ambas reacciones son
dependientes de ATP (Dringen, 1999). Laconcentracion intracelular de
GSH es regulada de manera autocrina a través de lainhibicién de la GCL por

el producto final GSH, asi se garantiza un equilibrio entresu sintesis y su
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consumo (Kranich et al., 1998).

Ademas de su funcion como antioxidante, el GSH participa en los
procesosde detoxificacion de xenobibticos, es una forma de almacenamiento
y transporte de Cys, participa como cofactor para reacciones de

isomerizacion y juega un rol

importante en la regulacién de apoptosis y proliferacion celular a través de
la regulacién que ejerce sobre los niveles de ERO intracelulares (Janéky et al.,
1999). Como respuesta a altas concentraciones de ERO/ERN, GSH puede
unirse de manera reversible a los grupos tiol presentes en las cisteinas de
algunas proteinas sensibles a cambios redox (Jandky et al., 1999). En
condiciones de estrés oxidante, los niveles de proteinas S-glutationiladas son
al menos un orden de magnitud mayor a los niveles basales en condiciones
normales. Esta modificacion puede ser espontanea o catalizada por la enzima
glutation-S-transferasa (GST), y puede tener consecuencias tanto de
activacion como de inhibicibn sobre proteinas con alguna actividad
enzimatica (Dringen, 1999; Lushchak, 2012).
1.6.2 GSH EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La concentracion intracelular de GSH en mamiferos es de 12 mM, sin
embargo, en SNC se encuentra entre 1 y 3 mM. Se ha determinado que la
concentracion de GSH en cerebro es tejido-dependiente y que la mayoria
esta localizada en célulasno-neuronales (GSH glial 3.8 mM vs GSH neuronal
2.5 mM). Particularmente, losniveles de GSH durante distintos estadios de
desarrollo en el SNC son substancialmente mayores en astrocitos con
respecto a los oligodendrocitos (ej. 28 vs 12 nmol/mg proteina,
respectivamente) y también con respecto a neuronas(16-50 nmol/mg de
proteina vs 1-13 nmol/mg de proteina) (Dringen, 1999), asimismo, la tasa
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de recambio de GSH sucede con mayor rapidez en astrocitos y es
dependiente de la disponibilidad relativa de Glu y cisteina (Guo & Shaw,
1992b). Otra particularidad es que éstos son capaces de liberar tanto GSH
como GSSG hacia el medio extracelular a través de las bombas resistentes
a multi-farmacos (MDRPs) y hemicanales (60% y 100% del total de la

exportacion en SNC,

respectivamente) controlando asi activamente el estado redox cerebral.
Finalmente, en el proceso de depuracion de xenobiéticos se ha observado
gue laformacioén de aductos por la accion de la enzima glutation transferasa

es mas prominente en astrocitos que en neuronas (Guo et al, 1992a).

1.7 N-ACETILCISTEINA Y LA SINTESIS DE GLUTATION

N-acetilcisteina (NAC) es un farmaco ampliamente utilizado como antidoto
para laintoxicacion por acetaminofén (APAP, Tylenol, paracetamol). Es un
farmaco seguro, con aprobacion por la FDA y ampliamente comercializado en
practicamente todo el mundo. Su estructura quimica es sencillamente una
cisteina (Cys) a la que se le ha adicionado un grupo acetilo (Figura 5). El
aminoacido Cys resulta ser el factor limitante en la sintesis de glutation; por
esta razon, NAC es utilizado ampliamente como precursor para la sintesis
de GSH (figura 5). Sin embargo, laactividad antioxidante in vivo de NAC
puede deberse a por lo menos tres distintos mecanismos: 1) Efecto
antioxidante directo sobre ERO y RL (Tabla 3), 2) Efecto antioxidante
indirecto como resultado de su capacidad para actuar como precursor de Cys

y favorecer la sintesis de GSH, que a su vez es sustrato para distintas
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enzimas antioxidantes y 3) Un efecto de ruptura de disulfuros y la capacidad
de restaurar las reservas de tioles, que a su vez regulan el estado redox

(Aldini et al.,2018).

Una vez dentro del organismo, NAC es deacetilado y transformado a L-
cistina lacual es rapidamente oxidada a cistina en el medio pro-oxidante del
cerebro. Cistina es el substrato del transportador antiporter cistina-Glu, el cual
expulsa Glu fuera de la célula en intercambio por la cistina. Una vez dentro
de la célula la cistina puede ser reducida a Cys y ser utilizada como sustrato
por la GCL que catalizara la formacion de y-glutamil-cisteina.
Posteriormente la y-glutamil-cisteina es unida a Gly por la accion de la

glutation sintetasa para dar lugar a la formacién de GSH (Berk et al., 2013).

27



Tabla 3. Comparacion de las constantes de velocidad de reaccién de NAC, Cys,
GSH y antioxidantes enziméaticos enddégenos con las principales especies
oxidantes.

H,O, NAC 0.16
GSH 0.89
Cys 2.9
Peroxiredoxinas 1-4 x 107
ONOOH NAC 415+ 10
GSH 1360 + 60
Cys 4500
Peroxiredoxinas 1x10°%-1x 10’
0, NAC 68
GSH 200
Cys 15
Superdxido dismutasa 2.3x10°
OH* NAC 1.36 x 10™°
GSH 1.64 x 10%°
Cys 5.35+ 0.2 x 10°
Acido drico 9.52 x 10°
HO(X) NAC 0.29 +0.04 x 10°
GSH 1.2+0.2 x 10°
Cys 3.6 £0.5x10°
NO, NAC 1x 107
GSH 2x 107
Cys 6 x 107

Modificado de: Aldini et al., 2018. Free Radic. Res.
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Figura 5. Acciones antioxidantes de NAC. El efecto antioxidante de NAC se atribuye indirectamente
a la sintesis de GSHy de manera directa através de su capacidad pararomper puentes disulfuro. Cuando
el estado de estrés oxidante agota las reservas de grupos tiol (SH), NAC puede actuar como atrapador
directo de moléculas oxidantes como 6xido nitrico (NO) y didxido de nitrdgeno (NOz). NAC rompe

proteinas con alto contenido de grupos tiol, liberandolos, los cuales tienen una mejor actividad
antioxidante como atrapadores que NAC, ademas de promover la sintesis de GSH y proteinas
reducidas, tal es el caso de la proteina mercaptoalblmina que tiene una actividad antioxidante directa.
Modificado de: Aldini et al., 2018. Free Radic.Res.

1.7.1 NAC EN DESORDENES NEUROLOGICOS: MECANISMOS DE ACCION Y
OPORTUNIDADES TERAPEUTICAS

Actualmente, hay extensa evidencia de las propiedades pro-cognitivas de
NAC endistintos modelos animales experimentales. En el campo de psiquiatria
el efecto de NAC ha sido probado en mas de 20 ensayos clinicos como
tratamiento adyuvante. Clinicamente, NAC ha mostrado buenos resultados
en el tratamiento de laesquizofrenia, trastorno bipolar, autismo y depresion
grave (Bavarsad Shahripouret al., 2014).

Ademas de restaurar eficazmente los niveles cerebrales de GSH,
especialmenteen contextos patolégicos en donde los niveles antioxidantes
estan reducidos; NAC presenta una gran variedad de mecanismos mediante

los cuales ejerce sus efectos 29



neurobiol6gicos. Entre los mecanismos que se han descrito para NAC
destacan: la estimulacion de la neurogénesis, el bloqueo de la apoptosis,
reduccion de los marcadores pro-inflamatorios y de la toxicidad mitocondrial,
ademas de modular los niveles de Glu (Berk et al., 2013; Dean et al., 2011).
Particularmente, hay evidencia que apunta que NAC modula distintos
sistemas de neurotransmision implicados en un amplio rango de
psicopatologias, incluyendo Glu y DA. En el caso de Glu, el sistema x(c) el
transportador antiporte cisteina/glutamato -localizado principalmente en
astrocitos- es un elemento claveen el control del Glu extracelular y en la
regulacion de retroalimentacion de la liberacion de glutamato. La
administracién de NAC activa al transportador Cys/ Glu aportando un grupo
cisteina extra, en modelos de esquizofrenia mejora los déficits conductuales
caracteristicos y revierte las elevaciones en el Glu extracelular.

Adicionalmente, NAC también ha mostrado efectos benéficos en modelos
de adiccién a la cocaina, potencialmente a través de la estimulacion del
transportador Cys/ Glu, asi como de la regulaciéon de la sefalizaciéon
presinaptica de los receptores glutamatérgicos mGIuR2/3. Ademas de
regular la liberacion de glutamato por via directa o a través de GSH, NAC tiene
la capacidad de modular la actividad de los receptores NMDA a través de la
unién directa al receptor o bien através de la modulacion del estado redox
por GSH. Esta modulacién redox es posible gracias a que su actividad
depende de niveles subtdxicos de ERO, sin embargo, si éstos estan
elevados la actividad del receptor NMDA se ve afectadapor la union de las

ERO en los sitios redox-sensibles de la proteina. El tratamientocon NAC
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reduce los niveles de ERO directamente, o bien, de manera indirecta a
través de la restauracion de los niveles de GSH. Ademas de Glu, NAC
puede regular la liberacion de DA, este neurotransmisor espor si mismo un
pro-oxidante que estimula la formacion de H2O2 y radicales libresa través de
su autooxidacién. En este contexto, NAC reduce el estrés oxidante inducido
por metanfetamina, un farmaco usado para promover una fuerte liberacion de
DA vy la apoptosis neuronal, y con ello previene la neurotoxicidad causada por
la oxidacibn de DA y con ello la desregulacién de la neurotransmision
dopaminérgica. Por otro lado, un mecanismo potencial de neuroproteccion
efectuado por NAC, por su naturaleza antioxidante, implica el mantenimiento
o la restauracion de la homeostasis redox celular. El cerebro es
particularmente sensible a un desbalance redox debido a su alta tasa
metabdlica y alto consumo de oxigeno que produce constantemente ERO
y radicales libres, aunado a su baja capacidad antioxidantecomparada con
otros 6rganos. Alteraciones en distintos marcadores de estrés oxidante
incluyendo a las enzimas encargadas de la produccién o la neutralizacion de
las ERO vy radicales libres se han descrito en déficits de hiperactividad,
desorden bipolar, autismo, depresion y esquizofrenia. El tratamiento con
NAC estimula la respuesta antioxidante y restablece la homeostasis redox
en varias de estas patologias. Por otro lado, NAC promueve la
neurogénesis de manera directa incrementando las neurotrofinas como el
factor neurotréfico derivado de cerebro(BDNF) e indirectamente al reducir
la apoptosis mediante el incremento de las proteinas antiapoptéticas como
Bcl-2 (figura 6).
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NAC reduce la disfuncién mitocondrial modificando la dinamica de Ca?* al
interior de las mitocondrias, disminuyendo el Ca?* intracelular; con esto se
reduce la toxicidad mitocondrial y esto a su vez reduce los niveles de ERO

(figura 6).

NAC ademas puede actuar directamente neutralizando las ERO vy radicales
libres y con ello contribuyendo a la inhibicion de la apoptosis (figura 6).
Finalmente, NAC reduce la respuesta inflamatoria causada principalmente por
alteraciones en la neurotransmision aunado a la disfuncién mitocondrial, a
través de la disminucién de la produccién de citocinas pro-inflamatorias como

TNF-a e interleucina 6 (figura 6).
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Figura 6. Blancos psicopatoldégicos de NAC. NAC actia a distintos niveles dependiendo del
contexto patolégico: modula los niveles de neurotransmisores, el estado redox celular, estimula la
neurogénesis, reduce la disfuncién mitocondrial y la respuesta inflamatoria. Modificado de Berk et al.,
2013
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2. JUSTIFICACION

Existe una amplia evidencia de los efectos pro-cognitivos de NAC en un
diverso rango de psicopatologias y enfermedades neurolégicas. A la fecha,
la mayoria deestos efectos han sido atribuidos al incremento en los niveles
endogenos de GSHy la posterior liberacion de glutamato; sin embargo,
también se han consideradomecanismos alternativos de accion. Dada la
probada funcion de las kinureninas yespecificamente del KYNA en la
modulacién de distintos sistemas de neurotransmision, incluyendo al
mediado por glutamato, en el presente estudio exploramos la posibilidad de
gue los efectos farmacoldgicos de NAC puedan involucrar la modulacién de
los niveles cerebrales de KYNA y con ello sus efectos sobre la
neurotransmision y la funcién cognitiva con implicaciones de relevancia

translacional.

3. HIPOTESIS

En el SNC los mecanismos oxidantes involucrados en la produccién de KYNA
seranmodulados por NAC mediante la promocién de la sintesis del precursor

GSH quemoadificara los niveles cerebrales de KYNA en roedores.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del antioxidante, y precursor de glutation, N-
acetilcisteina sobre los niveles cerebrales de KYNA como posible
mecanismo neuromoduladorde los efectos pro-cognitivos atribuidos a este

farmaco.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Demostrar la modificacién de los niveles de KYNA -enddgenos o por
sintesis de novo- al inducir la sintesis de GSH mediante una
administracién agudade NAC tanto in vitro como in vivo.

2. Determinar la dependencia del efecto de NAC sobre los niveles
cerebralesde KYNA con el incremento en la sintesis de GSH.

3. Dilucidar el efecto de NAC sobre la actividad enzimatica de KATII de rata
asi como de la KATII recombinante humana.

4. Corroborar el efecto conductual y cognitivo de la modulacién de los
nivelesde KYNA mediante un tratamiento subcrénico de NAC.

5. Identificar el efecto del tratamiento subcrénico de NAC en el perfil
redox deltejido cerebral evaluando los niveles de GSH/GSSG, ERO
y lipoperoxidacion.

6. Definir una asociacién entre la modulacion de los niveles cerebrales
de KYNA mediada por NAC y parametros cognitivos de memoria y

aprendizaje.
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5. METODOS
5.1 Estandarizacion de cultivos primarios de astrocitos

Se obtuvieron astrocitos de cerebro completo de ratas neonatas P3. Se
sacrificaronpor decapitacion, se extrajo el cerebro y se mantuvo en solucion
Hanks para retirar las meninges. El tejido fue disociado mecanicamente con
un bisturi y posteriormente con ayuda de una pipeta Pasteur (con apertura
de 1 mm) se homogenizé cuidadosamente (3X). Se centrifugd a 1200 g
y se decant6 elsobrenadante. El tejido disociado se resuspendié en medio
DMEM con 10% de suero fetal bovino y penicilina/streptomicina 1%.
Posteriormente, las células fueron mantenidas en frascos de 75 cm? a 37 °C
a 5% de CO:2y a continuacion fueron incubadas a 37 °C con concentraciones
crecientes de GSH y NAC (0.5, 1 y 2 mM)durante 2h.

5.2 Preparacion de homogenados de cerebro
Para los experimentos in vitro con tejido cerebral, se utiliz6 como sistema
biol6gicoa los homogenados de tejido de rata. Ratas Sprague-Dowley adultas
de entre 250-
300 g fueron sacrificadas utilizando una cadmara de CO», rapidamente
fueron decapitadas y el cerebro fue extraido para su homogenizacién 1:10 en
buffer Krebs-Ringer (NaCl 118.5 mM, KCI 4.75 mM, CaCl> 1.77 mM, MgSOa
1.18 mM, glucosa5 mM, NaH>PO412.9 mM y NaHPO4 3 mM; pH 7.4). Una
vez homogenizados seprobaron concentraciones crecientes de NAC y GSH
(0.03,0.3,0.5, 1, 2, 3y 30 mM) en incubaciones de 2h a 37 °C.

5.3 Rebanadas corticales de cerebro

Ratas Sprague-Dawley adultas de entre 250-300 g fueron sacrificadas
utilizandouna camara de CO., rapidamente fueron decapitadas, el cerebro
se extrajo del craneo y la diseccion se realiz6 utilizando una plataforma

plastica sobre hielo. Cada 36



corteza cerebral fue colocada en discos plasticos, las rebanadas corticales
(L mmx 1 mm) fueron obtenidas utilizando una cuchilla automatizada
Mcllwain (Mickle Laboratory Engineering, Gomshall, U.K.). Las rebanadas
fueron rapidamente sumergidas en un amortiguador Krebs pre-oxigenado por
30 min (118.5 mM, NaCl; 4.75 mM, KCI; 1.77 mM, CaClz; 1.18 mM, MgSQg; 5
mM, glucose; 12.9 mM, NaH2PO4 and 3 mM, Na:HPO4; pH 7.4) y mantenidas

en hielo.

5.3.1 Incubacidn de rebanadas corticales
Se colocaron dos rebanadas corticales por pozo en una caja para cultivo celular
de 48 pozos. El volumen final de incubacién fue de 100 ul, los compuestos a
probar se ajustaron a un volumen de 10 pl (10 veces mas concentrados),
incluido el precursor de la sintesis de KYNA: kinurenina (2 o 10 uM). Antes
de agregar la kinurenina serealiz6 una pre-incubacion de 10 min a 37°C, en
un bafio de agua, con los compuestos a probar. Se utiliz6 AOAA, un inhibidor
general de aminotransferasas, como blanco para diferenciar entre la
produccion de novo de KYNA a partir del precursor y los niveles endégenos
del tejido. Las rebanadas fueron incubadas durante 2h a 37°C. Para detener
la produccion enziméatica de KYNA el sobrenadante de cada pozo fue
transferido a tubos eppendorf de 0.5 ml que contenian 10 pl de una mezcla
de 25% de &cido perclérico (PCA) y HCI 1N. Las muestras se centrifugaron
a 18,300x g. y almacenadas a -70 para la posterior determinacion de los
niveles de KYNA. Las rebanadas fueron transferidas a tuboseppendorf con
100 pl de agua ultrapura y conservadas a -80 °C para la posterior

cuantificacion de proteina. 37



5.4 Implantacién de canulas
Para el procedimiento quirdrgico, se usaron ratas macho Sprague-Dawley (250-
320 g), las cuales fueron anestesiadas por inhalacién usando isoflurano

(3-5% en

oxigeno). Se realizaron cuatro perforaciones a nivel de craneo, en tres de las
cualesse colocaron tornillos de soporte y en la cuarta perforacién se
implanté la canulaguia (BASI) siguiendo las siguientes coordenadas para
Corteza Media Prefrontal(mPFC): AP, 3.2 mm posterior a bregma; L, £0.8
mm a partir de la linea media; V:

2.0 mm a nivel de craneo. La canula guia, asi como los tornillos (para
sostener elimplante), fueron fijados con acrilico dental.

5.5 Microdialisis

Al dia siguiente de la implantacion de la canula guia, una canula de
microdialisis (longitud de membrana: 2 mm; SciPro, Sanborn, New York,
USA) fue insertada através de la canula guia. Posteriormente, la canula de
microdidlisis fue conectadaa una bomba de microperfusion programada a una
velocidad de 1.1 [L/min. Durantetodo el experimento de microdidlisis las ratas
se mantuvieron en libre movimientosin la aplicacion de ningun tipo de
anestesia. Para obtener los microdializados seutilizé solucion Ringer (144
mM, NaCl; 4.8 mM, KCI; 1.7 mM, CaClz; 1.2 mM, MgSO4; pH 6.7). En cada
experimento los dializados fueron recolectados cada 30 min, aquellos
obtenidos durante las primeras 2 h se utilizaron para establecer unalinea
base como niveles de referencia para comparar los efectos de los distintos
tratamientos con la concentracion basal de KYNA. Para probar el efecto de

NACsobre los niveles de KYNA cerebrales; después del establecimiento de
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la linea base, se realizaron dos inyecciones intraperitoneales (i.p) de NAC
(125 o 500 mg/kg, pH 6.8) o del vehiculo (solucion salina 0.9 %) 2 hy 1 h
antes de la administracion i.p de kinurenina (50 mg/kg; pH 7.0),
concentracion previamente reportada para inducir la sintesis de novo de
KYNA e incrementar sus niveles basales (Konradsson-Geuken et al.,
2010). Posterior a la administracién de kinurenina, las muestras fueron
recolectadas cada 30 min por 6 h. Después de larecoleccion de cada
muestra, estas fueron diluidas 1:2 con agua ultrapura. Se utilizécromatografia
liquida de alta afinidad (HPLC) con deteccién por fluorescencia para
determinar la concentracion de KYNA en cada muestra.
5.6 Determinacion de niveles de KYNA por HPLC

Se inyectaron 20 pl de muestra en el cromatografo de liquidos de alta
afinidad acoplado a un detector de fluorescencia (S-200, Perking Elmer)
para la cuantificacion de KYNA. Usando una fase moévil constituida de la
siguiente manera: 250 mM acetato de zinc, 50 mM acetato de sodio y 3% de
acetonitrilo (pH 6.2) auna velocidad de flujo de 1 mi/min. KYNA fue
detectada fluorométricamente (excitacion: 344 nm; emision: 398 nm). El
tiempo de retencion de KYNA fue de aproximadamente 7 min. De acuerdo
con el método de deteccidn transcurridos los 12 min, se obtiene el area y la
altura del pico de KYNA para cada caso. En cadacorrida se coloc6 una
curva de KYNA que iba a partir de los 10 fmoles hasta los 200 fmoles, para
asegurarnos de la selectividad de nuestro compuesto y asi mismo estandarizar

las concentraciones obtenidas.
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5.7 Actividad enzimatica de KATII
Para la determinacion de la actividad enzimatica de KATII cada hemisferio
del cerebro fue pesada, congelada inmediatamente en hielo seco y
homogenizada por sonicacién en agua ultrapura (cerebro: 1:5, p/v; higado
1:10, p/v). Los homogenados fueron diluidos nuevamente (1:2 para cerebro,
vlv; 1:30 para higado, v/v) en un amortiguador que contenia 5 mM Tris-acetato
(pH 8.0) adicionado con el cofactor enzimatico piridoxal-5’-fosfato (50 uM) y
2-mercaptoetanol (10 mM). 80 uldel homogenado fueron posteriormente
incubados durante 2 h a 37°C en presencia de kinurenina (100 puM) en un
amortiguador que contenia Tris-acetato (150 mM, pH 7.4), piruvato (1 mM) y
piridoxal-5’-fosfato (80 uM), sumando un volumen final deincubacién de 200
pl. Los efectos de NAC o GSH fueron examinados afiadiendo 20 pul de los
compuestos (concentraciones finales: 30 uM, 300 uM, 3 mM) a la mezclade
incubacion. Los blancos de la actividad enzimatica de KATII fueron obtenidos
al afadir 20 pl del inhibidor enziméatico AOAA (concentracion final: 1 mM) al
medio de incubacion. La reaccion enzimatica fue detenida afiadiendo 20 pl
de acidotricloroacético al 50% (w/v) y 1 ml de HCI 0.1 M. Después de las
diluciones finalesnecesarias, 20 pl de la muestra fueron inyectadas a una
columna C18 de fase reversa (BDS-Hypersil 100 mm x 4.6 mm; Thermo
Scientific, USA), a través de lacual KYNA eluyd isocraticamente a una
velocidad de flujo de 1 ml/min usando una fase moévil cuya composicion
guimica consistia en 250 mM de acetato de zinc, 50mM de acetato de sodio
y 3% de acetonitriio (pH 6.2). En el eluido, KYNA fue detectada
fluorométricamente (A de excitacion: 344 nm, A de emisién: 398 nm;
utilizando un detector de fluorescencia S200; Perkin-Elmer, Waltham, MA,

USA). 20



El tiempo de retencion para KYNA fue de ~7 min (Shibata, 1988).
5.8 Determinacién de la actividad de KMO y 3HK

El tejido cerebral fue pesado y después homogenizado (1:10 p/v) en buffer
Krebs(pH 7.4). El homogenado fue diluido (1:2 v/v) en un buffer con 100 mM
de Tris-HCI(ph 8.1) adicionado con KCI 10 mM y EDTA 1mM. 100 pul de esta
dilucion fueronincubados por 2h a 37°C en una solucién de NADPH 1 mM,
glucosa-6-fosfato 3 mM, 1 u/mL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 100 uM
Kyn, 100 mM Tris-HCI buffer (pH 8.1), 10 mM KCI, y 1 mM EDTA en un
volumen total de 200 uL. La reaccién se detuvo con la adicion de 50 uL de 6%
de &cido perclorico. Los blancos se obtuvieron hirviendo las muestras durante
10 min. Después de la centrifugacion(14,600x g, 10 min), 100 puL del
sobrenadante fueron inyectados y analizados a través de una columna 3 ym
Adsorbosphere Cig fase reversa (4.6 x 100 mm; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), utilizando una fase moévil de 1.5%acetonitrilo, 0.9%
trietilamina, 0.59% acido fosférico, 0.27 mM EDTA, y 8.9 mM deheptano
sulfonato de sodio a un flujo de 0.6 mL/min. En el eluido, el producto de la
reaccion, 3-HK, fue detectado electroquimicamente usando un detector LC-
4C (BAS, West Lafayatte, IN, USA), potencial de oxidacion: +0.5 V. El
tiempo de retencion para 3-HK fue de ~11 min. Para la determinacion de los
niveles endégenos de 3-HK, el tejido cerebral fue homogenizado en agua
ultrapura (1:10 p/v). 25 pL de 6% de acido percldrico fue adicionado a 200 L
de la muestra. Después de mezclar muy bien las muestras lasproteinas fueron
precipitadas y removidas por centrifugacion (14,600x g, 10 min). 100 ul del
sobrenadante resultante fueron sujetos a andlisis por HPLC, y los nivelesde 3-

HK fueron detectados del mismo modo como se describe arriba.
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5.9 Determinacion de proteinas
La proteina fue determinada de acuerdo con el método de Lowry et al.

(Lowry etal., 1951) usando una curva de albumina como estandar.

5.10 Cuantificacion de GSH/ GSSG

La cuantificacion de glutation, tanto en su forma reducida (GSH) como
oxidada (GSSG) se determiné por fluorescencia utilizando derivatizacion por
o-ftalaldehido adaptado a microplaca siguiendo el método de cuantificacién
reportado previamente por Senft et al. (Senft et al.,, 2000). El tejido se
homogenizd utilizandouna dilucion 1:10 (peso/volumen) en una solucion
amortiguadora (Buffer A) que contiene cloruro de potasio (KCI) 154 mM,
acido dietilenotriaminopenta acético (DTPA) 5 mM y fosfato de potasio 0.1 M
(KPi), pH 6.8. Al homogenado se le agreg6 la solucion amortiguadora (Buffer
B): 40 mM acido clorhidrico (HCI), 10 mM DTPA, 20 mM acido ascoérbico y
10% A&cido tricloroacético (TCA), se mezcla por inversion. Enseguida, esta
mezcla se centrifug6 a 14, 000 g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue
filtrado utilizando un filtro de 0.45 pm y se trasladoé a un tubo eppendorf nuevo.
Una vez filtrada, la muestra es estable para determinar los nivelesde GSH o
GSSG, durante 4 semanas manteniéndose a una temperatura de -70 °C.

Curva estandar de GSH

La solucién de glutatiéon para la curva estandar se preparé en amortiguador
de enfriamiento redox ("Redox quenching buffer”, RQB): 20 mM HCI, 5 mM
DTPA, 10mM &cido ascorbico al cual se le afiade TCA al 5% (TCA-RQB).
Para evitar la oxidacion de GSH, por cada ml de GSH (1 mM) se agregan 25

mg de Zinc y se filtra(6 < 0.22 pym).
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Se realizaron dos reacciones, una independiente de GSH (NEM) tubo Ay

otra dependiente de GSH (tubo B).

Los reactivos se agregaron en el orden en el que se muestran en la siguiente

tabla:
Reactivos Reaccion A (independiente de GSH Reaccion B (dependiente de GSH)
GSH 0-2nmol (uL) 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
5% TCA-RQB (uL) 30 29 |28 27 26 25 30 29 28 27 26 25
NEM (pL) A todos se les agregan 4 uL A todos se les agregan 4 uL de RQB
Buffer de PK 1M pH: 7 A todos se les agregan 50 uL
Se agitan un poco y se incuban por 5 minutos a temperatura ambiente y sin oscuridad
Buffer de PK 0.1M pH: 6.9 A todos se les agregan 200 pL
OPA 5mg/mL A todos se les agregan 30 pL
Se incuban la placa en oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente y se lee a 365/5-nm excitacion y 430/20-
nm de emision
Curvaestandar GSSG

Se prepard una solucion estandar con GSSG (1 mM) utilizando el mismo
amortiguador TCA-RQB. Se utilizaron los mismos reactivos para la curva
estandarde GSH méas 100 mM hidrosulfito de sodio (DT). La reaccion se

realizo siguiendoel orden indicado en la siguiente tabla:

Reactivos Reaccién A (independiente de GSH Reaccion B (dependiente de GSH)
GSSG 0-2nmol (uL) 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
5% TCA-RQB (uL) 30| 29 28 27 26 25 30 29 28 27 26 25
NEM (pL) A todos se les agregan 4 ul
Buffer de PK 1M pH: 7 A todos se les agregan 50 uL
Se agitan un poco y se incuban por 5 minutos a temperatura ambiente y sin oscuridad

DT (un solo uso, en oscuridad) | A todos se les agregan 6 uL de RQB | A todos se les agregan 6 pL de DT

Se incuba la placa por 60 minutos a temperatura ambiente, no es necesario que sea en oscuridad
Buffer de PK 0.1M pH: 6.9 A todos se les agregan 200 pL
OPA 5mg/mL A todos se les agregan 30 uL
Se incuban la placa en oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente y se lee a 365/5-nm excitacion y 430/20-nm de emision

Para la cuantificaciéon de GSH o GSSG en las muestras del tejido, se siguio
el mismo procedimiento correspondiente a la curva estandar preparando la
misma reaccion sustituyendo los estdndares de GSH o0 GSSG por hasta 30
pl del homogenado.

5.11 Tratamiento Subcrénico con NAC
Ratones FVB de diez semanas de edad se les administré diariamente NAC
(100mg/kg, i.p.) o solucién salina a las 8:00 am, durante 7 dias (20 animales

por grupo,en un total de 40 ratones). Los cerebros de cada grupo de ratones
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(10 de Salinay 10 de NAC) fueron divididos en dos mitades; una mitad fue
usada para la preparacion de rebanadas de tejido (ensayos ex vivo) y la otra
mitad fue utilizadapara los andlisis bioquimicos (actividad de KATIl y KMO,
niveles de KYNA y 3HK,GSH, GSSG, peroxidacion de lipidos y produccion
de ERO).

Los 20 ratones restantes (10 salina y 10 de NAC) fueron usados para las
evaluaciones de memoria y aprendizaje.

5.12 Diseccién y recoleccién de tejido cerebral

Los ratones fueron sacrificados por decapitacion 6 h después de su ultima
inyeccién i.p enel dia 7. Los cerebros fueron rapidamente removidos, y la
corteza disectada en hielo. Paralos experimentos con rebanadas de tejido,
bloques de 1 x 1 mm fueron preparados usando una navaja delgada,
sumergiéndolos inmediatamente después en el amortiguador KREBS- Ringer
(118.5 mM NaCl; 4.75 mM KCI; 1.77 mM CacCl2; 1.18 mM MgSO4; 5 mM
glucosa; 12.9 mM NaH2PO4; and 3 mM Na2HPO4; pH 7.4). Todos los demas
tejidos fueron rapidamente congelados y mantenidos a -80 ‘C para su andlisis

posterior.
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5.13 Evaluacion de la memoria y aprendizaje por el paradigma de la
ubicacion del alimento enterrado

Un investigador cegado a los grupos experimentales del protocolo realizé el
andlisis de los experimentos de conducta. La evaluacion BFT es una
adaptacion del modelo descrito por Lehkmul et al., (2014). para la evaluacién
de la disfuncién olfativa. Tomando como antecedente que la administracion
aguda de Kyn induce déficitscognitivos, se formaron 4 distintos grupos
experimentales: 1) Salina, 2) NAC, 3) Salina + Kyn y 4) NAC + Kyn. Los
grupos 3y 4 recibieron una sola inyeccion i.p deKyn (100 mg/kg) 60 min
antes de la sesién de entrenamiento (Adquisicion) en eldia 6 del tratamiento
subcrénico con NAC o solucién salina. Esta sesién consistioen 6 pruebas
(con intervalos de 2 min) y una prueba “0” de inicio en el que el raton fue
colocado en una caja de acrilico (1 m?) cubierto con 2 cm de una capa de aserrin
y en la presencia de un pellet azucarado “fruit loop” enterrado bajo 1 cm de
aserrinsiempre en una posicion fija dentro del mismo cuadrante de la caja. La
posicion del pellet fue la misma durante todo el entrenamiento, la caja tenia
pistas espaciales(figuras geométricas negras de 10 cm x 10 cm, ubicados a
la mitad de cada pareda 13 cm de altura). Para esta sesion los animales fueron
puestos en ayuno durante 24 h con libre acceso al agua. Si los ratones no eran
capaces de encontrar el pellet dentro de los primeros 180 s de la primera
prueba, éstos fueron guiados hacia suposicion (el fruit loop se colocé
superficialmente). A cada raton se le permiti6 comerel fruit loop durante 5 s.
Después de cada prueba, los animales fueron regresadosa su caja de
alojamiento y la caja acrilica de prueba fue limpiada con 10% de etanol para

eliminar cualquier rastro odorifero.
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La memoria fue evaluada 24 h posteriores a la sesion de entrenamiento. El
tiempo que cada ratdon (con un maximo de 3 min)tardé en recordar la
posicion en la que se encontraba el pellet fue videograbado para su andlisis
posterior. Todas las grabaciones fueron analizadas con el software de rastreo
Debut Video Capture and Screen Recorder. Los resultados se expresan como
el tiempo que tarda cada raton en localizar la posiciéon blanco asi como el
tiempo invertido en la busqueda del pellet.
5.14 Actividad locomotora

La actividad locomotora fue evaluada en todos los animales
inmediatamente después de la evaluacion de memoria, usando el sistema
OptoVarimex 4 (Columbia, OH, USA). Brevemente, la actividad motora fue
grabada durante 5 mindespués del periodo de habituacion; el tiempo y el
patrén de exploracién fueron registrados por el software acoplado al
sistema OptoVarimex 4 system y los resultados se expresan como la

distancia total recorrida (cm).

5.15 Determinacién de Peroxidaciéon de Lipidos (PL) y ERO

El tejido cerebral de 10 animales por grupo (Salina y NAC) fue pesado y
homogenizado (1:10, p/v) en el amortiguador Krebs-Ringer (pH 7.4). Ambos
ensayos fueron llevados a cabo simultdneamente en el tejido homogenizado e
incubados solo en Krebs-Ringer o en presencia de FeSO4 (5 yM) por 2 h a
37 C en un bafio de agua. La PL fue evaluada por la reacciéon de especies
reactivas a TBA (TBA-RS) y la formacion de malondialdehido (MDA), uno de
los productos finales de la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados en las

células. Seguido de la incubacion, las muestras fueron hervidas con 250 pl
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de TBA (0.375 g TBA y15 g acido tricloroacético (TCA) + 2.54 mL HCI en 100
mL de agua) en bafio maria por 15 min. Posteriormente, las muestras fueron
colocadas en hielo y centrifugadas (12, 000x g, 10 min). La concentracion de
MDA fue determinada como producto colorimétrico por espectrofotometria
usando un lector de placas SynergyTM HTX (Biotek Instruments) a una
longitud de onda de 532 nm. Los resultados se expresan en micromoles de

MDA por mg de proteina.

Las ERO fueron evaluadas a través de la oxidacién de DCF-DA. Después de la

adicion de DCF-DA (75 puM, concentracion final), los homogenados de cerebro

fueron incubados durante 30 min a 37 C en oscuridad. Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas (9000x g, 10 min), y la formacién de ERO
fue cuantificada en el sobrenadante usando espectrometria de fluorescencia
(lector de placas SynergyTM HTX, Biotek Instruments) a una longitud de
excitacion de 448nm y una longitud de emisién de 532 nm. Los resultados

se expresan como porcentaje de ERO respecto a los controles.
6. RESULTADOS

6.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE GSH Y NAC SOBRE LA
PRODUCCION DE KYNA ENASTROCITOS PRIMARIOS.

Se ha documentado ampliamente que la produccion de KYNA se da casi
exclusivamente al interior de las células astrociticas, ya que es en estas células
en donde se localiza la KATII, la principal enzima encargada del
catabolismo del precursor L-kinurenina a KYNA a través de la

transaminacion oxidativa.

Para determinar si cambios en los niveles de GSH podian afectar la produccion

de novo de KYNA; los cultivos de astrocitos primarios fueron tratados
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directamente con GSH o NAC. Se ha comprobado previamente que este

precursor puedeatravesar membranas celulares y asi establecer su
efecto en la produccién enddégena de GSH en los astrocitos primarios
(Aoyama et al., 2006; Parsons & Chipman, 2000). Tal y como se muestra en
la grafica 1, la sintesis de novo de KYNAes estimulada a partir de la
incubacién con 100 pM del precursor kinurenina, sin embargo, esta
producciéon de novo se reduce de manera concentracion- dependiente
después de los tratamientos con GSH y NAC. En el caso de GSH la
produccion de novo de KYNA disminuye en 11%, 29% y 41%
correspondientes alas distintas concentraciones probadas: 0.5, 1y 2 mM,
respectivamente. El efectode NAC sobre la produccién de KYNA en
astrocitos se observé de manera mas marcada en comparacion con GSH, a
partir de la concentracibn mas baja (0.5 mM) la reduccién en KYNA fue del
24%, mientras que se alcanzé un 32% y 56 % para las concentraciones mas

altas (1y 2 mM).
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Gréfica 1. Efecto de GSH y NAC sobre la produccion de novo de KYNA en cultivo primarios de

astrocitos. Se muestra el efecto del tratamiento con GSH y NAC a tres distintas concentraciones (0.5, 1y

2 mM, 2h de incubacién) sobre la produccion de KYNA estimulada a través de la adicion del precursor

kinurenina (100 uM) al medio de incubacion de 100,000 células por tratamiento. Se muestra una reduccion

diferenciada de manera concentracion-dependiente. Los datos se muestran como el promedio + el error

estandar de tres experimentos independientes comparados estadisticamente mediante un ANOVA de una

via seguida de comparaciones multiples vs Kyn mediante la prueba post-hoc de Dunn’s p< 0.05.
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6.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE GSH Y NAC EN LA PRODUCCION
DE NOVO DE KYNA ENHOMOGENADOS DE CEREBRO E HIGADO DE
RATA

Utilizando las mismas concentraciones de NAC y GSH para los tratamientos
en astrocitos primarios, el siguiente paso fue determinar si el mismo efecto
podia observarse utilizando homogenados de cerebro de rata.

Del mismo modo que con los tratamientos con astrocitos, la produccion de novo
de KYNA fue estimulada con la adicibn de kinurenina 100 uM a la
incubacién bajo condiciones fisiolégicas usando amortiguador Krebs. Se
utiliz6 como control positivo de referencia el tratamiento con un inhibidor
especifico de KAT Il, el 4- etilsulfonilbenzoalanina hidrocloruro (ESBA) a
una concentracion final de 9 uM considerando que presenta una ICso=
6.1uM. Tal y como se esperaba, se determiné que el tratamiento con el
inhibidor especifico de KAT I, ESBA (9 uM) redujo la sintesis de KYNA en un
~ 50%. La produccibn de novo de KYNA no resultdé modificada
significativamente tras el tratamiento directo con las distintas
concentraciones de GSH, tal y como se muestra en la grafica 2,cuando los
niveles de KYNA fueron comparados con respecto al control (100%)
incubado sdlo con kinurenina (100 uM). A diferencia de GSH, el tratamiento
con NAC (grafica 3) usando las mismas concentraciones probadas para
GSH, disminuye la produccion de novo de KYNA de manera significativa en

un modo concentracién-dependiente: 59.6 + 1.7% (0.5 mM) , 48.7 + 1.98%

(ImM)y 35.73 £1.15 % (2 mM) respecto al control (kinurenina 100 pM).
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Gréfica 2. Efecto de GSH en la produccion de novo de KYNA en homogenados de cerebro de
rata. Se determind el efecto de distintas concentraciones de GSH en la produccién de novo de KYNA
estimulada por el tratamiento con 100 uM de Kinurenina. En cada experimento independiente, cada
uno de los tratamientos se realiz6 por triplicado y con una incubacion de 2 h; los datos se presentan
como porcentajes respecto al control kinurenina (330.4 + 14.6 fmoles/pl/mg de tejido; n= 3). Los datos
se muestran como el promedio *+ SEM de tres experimentos independientes comparados
estadisticamente mediante un ANOVA de una via seguida de comparaciones mdltiples vs control kyn
mediante la prueba post-hoc de Dunn’s **p< 0.005.
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Gréfica 3. Efecto de NAC en la produccion de novo de KYNA en homogenados de cerebro de
rata. Se determind el efecto de distintas concentraciones de NAC en la produccién de novo de KYNA
estimulada por el tratamiento con 100 uM de kinurenina. En cada experimento independiente, cada
tratamiento se realiz6 por triplicado con 2 h de incubacion; los datos se presentan como porcentajes
respecto al control kinurenina (330.4+ 14.6 fmoles /ul /mg de tejido; n= 3). Los datos se muestran como
el promedio + SEM de tres experimentos independientes comparados estadisticamente mediante un

ANOVA de una via seguida de comparaciones multiples vs control kyn mediante la prueba post-hoc de
Dunn’s **p< 0.005.
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De manera paralela, también se determiné el efecto de GSH y NAC usando
la misma curva de concentracion anterior en homogenados de higado de
rata. Se hadescrito que particularmente es el higado el tejido que concentra la
mayor cantidad proteica de KATII. Por lo que la sintesis enzimatica de KYNA
en higado es casi exclusivamente llevada a cabo por KAT II; sin embargo, a
diferencia del cerebro lainhibicion de ESBA (9 pM) redujo la sintesis de
KYNA en un = 25% esto podria atribuirse a la cantidad de proteina (KATII)
presente en el higado, siendo la concentraciéon de ESBA insuficiente en este
ensayo para reducirla a los niveles observados en cerebro. Del mismo
modo que en cerebro, el tratamiento con distintas concentraciones de GSH
no afectd de manera significativa la cantidad deKYNA producida a partir de
kinurenina (100 uM) en homogenados de higado (gréfica 4). Los tratamientos
con NAC en homogenados de higado lograron reducir de manera significativa
la produccién de novo de KYNA, sin embargo, a diferenciade lo observado en
cerebro, la concentracion mas baja (0.5 mM) no resulté distintaal control. Las
concentraciones de 1y 2 mM redujeron significativamente la produccién de

KYNA en un ~ 20% y ~ 40%, respectivamente (grafica 5).
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Gréfica 4. Efecto de GSH en la producciéon de novo de KYNA en homogenados de higado de
rata. Se determind el efecto de distintas concentraciones de GSH en la produccion de novo de KYNA
estimulada por el tratamiento con 100 uM de kinurenina. En cada experimento independiente, cada
tratamiento se realizd por triplicado; los datos se presentan como porcentajes respecto al control
kinurenina (28,425 + 2052 fmoles/pl/mg de tejido; n= 3). Los datos se muestran como el promedio *
SEM de tres experimentos independientes comparados estadisticamente mediante un ANOVA de una

via seguida de comparaciones multiples vs control kyn mediante la prueba post-hoc de Dunn’s **p<
0.005.
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Grafica 5. Efecto de NAC en laproduccién de novo de KYNA en homogenados de higado de rata.

NAC

Como se describe en el texto, se determiné el efecto de distintas concentraciones de NAC en la
produccion de novode KYNA estimulada por el tratamiento con 100 uM de kinurenina. En cada
experimento independiente, cadatratamiento se realiz6 por triplicado; los datos (promedio + SEM) se
presentan como porcentajes respecto al control kynurenine (28,425 + 2052 fmoles/ul/ mg de tejido; n=
3). Los datos se muestran como el promedio + SEM de tres experimentos independientes comparados
estadisticamente mediante un ANOVA de una via seguida de comparaciones mdltiples vs control kyn
mediante la prueba post-hoc de Dunn’s **p< 0.005.

6.3 EFECTO DE NAC EN LA PRODUCCION DE NOVO DE KYNA EN
REBANADAS CORTICALES DE CEREBRO DE RATA.

Las rebanadas corticales de cerebro son un modelo experimental que ha
mostrado integrar varios procesos necesarios para sintesis y liberacion de
KYNA desde lacélula: el transporte de kinurenina hacia el interior de la
célula, seguida de su transaminacién intracelular de manera irreversible
catalizada principalmente por KATIlI permitiendo que KYNA se acumule
dentro de la célula y pueda ser liberada posteriormente hacia el medio
extracelular (Turski et al., 1989). El modelo se ajusté a dos rebanadas
corticales con un volumen final de incubacion de 100 pl; a diferencia de los
homogenados, se utiliz6 una concentracion de kinurenina cercana a la
concentracion fisiolégica reportada para el cerebro de roedores, 2 uM
(Turskiet al., 1989). Debido a que el tratamiento con GSH no afecté de

manera directa laproduccién de novo de KYNA, los experimentos en
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rebanadas corticales se realizaron sélo con concentraciones crecientes de

NAC (0.2, 2, 10 y 20 mM); se utilizé6 AOAA (inhibidor general de
aminotransferasas) como blanco para poder diferenciar la produccién
enziméatica de KYNA de los niveles enddgenos presentes en el tejido cerebral
de manera basal, tal como se muestra en la grafica 6. Comparado con el
control, es decir, aquellas rebanadas incubadas sélo con 2 pMde kinurenina
en buffer Krebs (KYNA: 411.8 + 30.7 fmoles/ h/ mg de proteina), las
concentraciones de NAC 2 y 20 mM disminuyeron significativamente la
produccion y liberacion de KYNA al medio extracelular, los datos
representados en fmoles/ h/mg de proteina fueron los siguientes: 0.2 mM=
386.5+73.08, 2 mM=254.0 + 27.0and 20 mM=53.28 + 18.94 (gréfica 6). Es
decir, el tratamiento con NAC en rebanadas corticales reduce en un ~ 40%

alusar 2 mMy ~ 80% con 20 mM.
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Gréfica 6. Efecto de NAC en la produccion de KYNA en rebanadas corticales de cerebro de rata. La
produccion y liberacion de KYNA por rebanadas corticales expuestas a 2 uM de kinurenina incubadas a 37 °C
durante 2 h. Los datos son representados como promedios + SEM de 3 experimentos independientes
comparados estadisticamente mediante un ANOVA de una via seguida de comparaciones mdltiples vs Kyn

mediante la prueba post-hoc de Dunn’s **p< 0.005.
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6.3.1 NAC INDUCE LA SINTESIS DE GSH EN REBANADAS CORTICALES SOLO A
ALTAS CONCENTRACIONES
Para determinar si el efecto en los niveles de KYNA por el tratamiento agudo
conNAC dependia necesariamente de la sintesis de GSH, se determinaron los
niveles de glutatién total, reducido GSH y oxidado GSSG. Cabe mencionar que
a pesar de que el efecto de NAC sobre los niveles de KYNA durante la
sintesis de novo, tantoen rebanadas como en homogenados, se observé a
partir de la concentracién de 2 mM, la cuantificacién de los niveles totales de
GSH revela que NAC incrementa los niveles endégenos ~ 4 veces (11,178 +
2471 nmol/ g de proteina) con respecto alos niveles basales (2707 + 360.1
nmol/ g de proteina) cuando las rebanadas corticales son incubadas con
una concentracion de 20 mM (gréafica 7). Asimismo,los niveles de GSSG bajo
esta misma concentracion de NAC aumentaron de 318.5 + 55.42 nmol/ g de
proteina a 2027 + 679 nmol/ g de proteina. La ausencia de cambios en los
niveles de GSH tras el tratamiento con NAC 0.5 y 2 mM indica quela
disminuciéon de los niveles de KYNA producidos de novo en rebanadas
corticales de cerebro de rata no depende de la induccién de la sintesis de
GSH o de algunamodificacion en sus niveles endégenos; por lo que, otros
mecanismos independientes a la sintesis de GSH deben de estar

involucrados en la reducciénde la sintesis de KYNA en cerebro.
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Gréfica 7. Niveles de GSH y GSSG en rebanadas corticales de cerebro de rata incubadas con
NAC. Niveles de A) GSH, B) GSSG y C) GSH total producidos y liberados por rebanadas corticales al
medio extracelular tras ser incubados con concentraciones crecientes de NAC (0.2, 2 y 20 mM) a 37
°C durante 2 h.Los datos se muestran como el promedio + SEM de tres experimentos independientes
comparados estadisticamente mediante un ANOVA de una via seguida de comparaciones mdltiples
vs basal mediante la prueba post-hoc de Dunn’s ***p< 0.001.

6.3 NAC INHIBE LA ACTIVIDAD DE KATII IN VITRO EN HOMOGENADOS DE
CEREBRO E HIGADO DE RATA

Después de determinar que las concentraciones de NAC menores a 20 mM
no modificaban los niveles enddégenos de GSH, es decir, no promovian la
sintesis de GSH en el tejido cerebral de rata pero si reducian
significativamente la sintesis deKYNA, evaluamos si NAC era capaz de
modificar la actividad de KAT Il in vitro. Esta vez se realiz6 una curva distinta
considerando concentraciones de NAC inferiores a 2 mM. La actividad de
KAT Il en homogenados de cerebro de rata fueinhibida de manera eficiente
por NAC de modo concentracion-dependiente; expresada como porcentajes
con respecto al control
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KAT It

(443.3 £ 70.8 pmoles/h/mg de proteina): 30 uM= 98.4 + 2.4%, 300 uM=90 +
0.7%, 3 mM= 43.1 £ 0.5 % (grafica8). La misma tendencia de inhibicién
concentracién-dependiente por NAC también se observd en la actividad de
KATIlI de homogenados de higado con los siguientes porcentajes respecto al
control: 87.8£3,84.5+2.9,71 +3.7y 26.2 +9.9 %, para 30 uM, 300 pM, 3
y 30 mM, respectivamente (gréafica 8). Estos resultados indicanque el efecto
de NAC en la sintesis de KYNA involucra la inhibicion de la actividad

enzimatica de la KATII.

150 -
’ Bl 30 uM
"g o Il 2mM
5 I 30 mM
T *k
2 504 *% T
*k
0-
[»] O
‘éok |\Q@b
i &

Grafica 8. Efecto de NAC en la actividad de KATIl en homogenados de cerebro e higado de rata.
La actividad de KAT Il en homogenados de cerebro e higado fue evaluada después de ser incubados
con concentraciones crecientes de NAC. La actividad control de KAT Il fue de 443.3 + 70.8
pmoles/h/mg de proteina. Los datos se muestran como el promedio + SEM de cinco experimentos
independientes comparados estadisticamente mediante un ANOVA de una via seguida de

comparaciones multiples vs control mediante laprueba post-hoc de Dunn’s **p< 0.005.
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6.4 NAC, PERO NO GSH, INHIBE A LA KATII HUMANA (hKATII) DE
MANERA CONCENTRACION-DEPENDIENTE

Para confirmar que el mecanismo involucrado en la reduccién de la sintesis
de KYNA se lleva a cabo a través de su efecto inhibitorio sobre la enzima
KATII, seevalu6 el efecto de GSH o NAC en la actividad de KAT |l humana
(hKATII) recombinante. Esta proteina fue incubada con concentraciones
crecientes de GSHo NAC (concentraciones finales: 30 uM, 300 pM, 3 mM).
La conversion del precursor kinurenina (10 uM) a KYNA por la hKATII se
determina por su actividadenzimatica. Concentraciones crecientes de NAC
indujeron una reduccion significativa en la actividad de la hKATII (30 uM=
88.6 + 3.63%, 300 pM= 75.2 + 6.97% y 3 mM 38.8 + 1.38%) (grafica 9)
cuando se compar6 con el control (0.8 + 0.2 umoles KYNA/h/mg de proteina)
mostrando una ICso of ~500 uM. En contraste, no se observé ningin efecto

con el tratamiento de GSH usando las mismas concentraciones (grafica 9).
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Gréfica 9. Efecto de NAC en la actividad de la hKATIl recombinante. La actividad de la hKAT Il fue
evaluada después de ser incubada  con concentraciones crecientes de NAC y GSH. La actividad
control de KAT Il fue de 0.8 + 0.2 pmoles/h/mg de proteina. Los datos se muestran como el promedio
+ SEM de cuatro experimentos independientes comparados estadisticamente mediante un ANOVA de
una via seguida de comparaciones multiples vs control mediante la prueba post-hoc de Dunn’s **p<
0.005).
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6.4.1 EFECTO DE NAC SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA hKATII RECOMBINANTE
CON CONCENTRACIONES VARIABLES DEL SUSTRATO KINURENINA

En un experimento realizado por separado, disefiado para caracterizar el
comportamiento inhibitorio de NAC, se realiz6 una curva de inhibicién
enzimaticade la KATIlI humana; debido a que se contaba con una cantidad
limitada de enzima, la concentracién de NAC se mantuvo fija en 1 mM esto
de acuerdo con los experimentos anteriores en los cuales se determiné que
la 1Cso era de ~ 500 puM.Por otro lado, las concentraciones del sustrato
kinurenina se evaluaron en un rango a partir de 0.5 mM hasta 1.5 mM. Esta
curva revelé que NAC inhibe de manera competitiva a la hKATII con una
constante de inhibicion Kide 450 puM, calculada através de la representacion

grafica de Lineweaver-Burk tal y como se puede observar en la grafica 10.
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Grafica 10. Representacion de Lineweaver-Burk que muestra la curva de inhibicion de NAC
sobre la actividad de la hKATII recombinante con concentraciones variables del sustrato
kinurenina. Representacion doble-reciproca de la actividad de hKATIl determinada en ausencia o
presencia de NAC 1 mM. Los experimentos fueron realizados por duplicado variando la concentracion
de kinurenina de 0.5 a 1.5 mM.
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6.5 EFECTO IN VIVO DE LA ADMINISTRACION INTRACEREBRAL DE
NAC EN LA PRODUCCION DE NOVO DE KYNA EN LA CORTEZA
PREFRONTAL DE RATA

Una vez confirmado que el efecto de NAC sobre la sintesis de KYNA en
tejido cerebral y directamente en la hKATIlI recombinante involucra la
inhibicion competitiva de NAC sobre la actividad enzimética de KATII nos
preguntamos si estos efectos observados en modelos in vitro podian afectar
también la sintesis de KYNA en modelos in vivo. Debido a la evidencia
experimental que demuestra quelas fluctuaciones en los niveles de KYNA
influyen tanto en parametros cognitivoscomo en contextos patolégicos, la
blusqueda de inhibidores que sean capaces de modular los niveles
intracerebrales de KYNA ha sido una constante; por esta razén, era
indispensable determinar si la accién de NAC podia trasladarse a un
contextofisiol6gico en un modelo in vivo de determinacién en tiempo real de
los niveles de KYNA mediante microdialisis. Como se ha reportado
anteriormente, la administracién sistémica del precursor kinurenina (50
mg/kg, i.p.) en ratas da lugar a un rapido y significativo incrementoen los
niveles de KYNA extracelulares alcanzando valores maximos de 44.5 + 3.9
nM, 2h posteriores a la administraciéon sistémica (grafica 11) en la corteza
media prefrontal (mMPFC). Para probar el efecto de NAC sobre este
incremento en los niveles intracerebrales de KYNA, se perfundié NAC (20
mM) localmente mediantemicrodialisis reversa por un periodo total de 6 h.
120 min después de iniciar la perfusiéon, se administré kinurenina (50 mg/kg,
i.p.) mientras la perfusion de NACpermaneci6 ininterrumpidamente por las 4
h restantes. La perfusion local con NAC redujo > 40% el incremento en los
niveles extracelulares de KYNA después de administrar sistémicamente

kinurenina (grafica 11).
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Esto confirmd que el efecto de NAC observado in vitro era extrapolable a
este modelo in vivo; la administracion local de NAC en la mPFC reduce

significativamente la produccion de novo de KYNA.
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Gréfica 11. Efecto local de NAC en la produccién de novo de KYNA en la mPFC de rata in vivo.
Microdialisis reversa en la mPFC de ratas sin anestesiar. Se administré localmente NAC (20 mM),
transcurridos 120 min se administré kinurenina (50 mg/kg, i.p.) sistémicamente (flecha, —) mientras
que la perfusién con NAC continud por las siguientes 4h. **p< 0.05 vs. kinurenina para cada punto a

través del tiempo.
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6.6 LA ADMINISTRACION SISTEMICA DE NAC ATENUA LA SINTESIS DE
KYNA EN LA mPFC DE RATA IN VIVO

Se evallo la posibilidad de que el efecto observado al perfundir localmente
NACpudiera ser replicado aplicando una administracion sistémica de NAC, ya
gue existe evidencia de que puede atravesar la barrera hematoencefélica.
Se utilizaron dosdistintas dosis de NAC 125 y 500 mg/kg administrados i.p.
En linea con previos reportes (Konradsson-Geuken et al., 2010; Alexander
et al.,2012) tras una administracion sistémica de kinurenina (50 mg/kg, i.p.)
los niveles extracelulares de KYNA en la mPFC alcanzaron su pico maximo
(44.5 = 3.9 nM) (n= 10) 2 h posteriores a la inyeccién (grafica 12, circulos
azules). Se realizaron pruebas piloto administrando una sola dosis de NAC
1g (1 g/kg, i.p., n= 2), sin embargo, esta dosis alta mostré efectos
detrimentales en la conducta de la rata seobservé que los costados estaban
contraidos y el pelo erizado sefiales de disconfortgeneral asociado a un dolor
agudo; estos efectos fueron asociados a la necesidadde utilizar una cantidad
considerable de hidréxido de sodio para disolver una cantidad tan alta de
NAC para ajustarla a 1-2 ml de volumen de inyeccién. Se probé dividir la dosis
en dos partes iguales, por lo que después del establecimiento de los niveles
basales se administraria 500 mg/ kg, i.p. y transcurrida 1 h se inyectaria la
segunda dosis. Esta estrategia funcion6 de manera Optima, transcurrida 1
h posterior a la segunda administracion de NAC se realiz6 la inyeccion i.p

de kinurenina (50 mg/kg).
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La administracion de NAC (500 mg/kg) (n=7) antes de la administracion de
kinurenina previno el incremento en los niveles extracelulares de KYNA en un
~50%comparado con los controles que recibieron solo solucién salina en
lugar de NAC(gréfica 12, circulos rojos). Debido a esta evidente reduccion de
KYNA extracelular, exploramos la posibilidad de que el mismo efecto pudiera
ser alcanzado utilizandouna dosis menor de NAC (125 mg/kg, i.p.). Sin
embargo, al utilizar esta dosis mas baja, la reduccién en los niveles de
KYNA sélo fue del 20 % (grafica 12, triangulos negros).

Para determinar exactamente la reduccion en la concentracion de KYNA en
términos de molaridad, se calcul6 el valor del area bajo la curva (AUC) a
partir delos valores de KYNA en nM acumulados durante las primeras 4 h
después de la administracion sistémica del precursor kinurenina: Kyn: 89 +
16.45 nM, ; NAC (125 mg/kg) + Kyn: 77 + 14.57 nM, and NAC (500 mg/kg) +
Kyn: 48.41 nM = 13.51 nM.La reduccién de KYNA con la dosis de 500 mg/kg,
i.p. resultdé estadisticamente significativa al reducir en mas del 50% la
sintesis de KYNA, es decir, esta dosis previene el incremento agudo en los
niveles de KYNA tras una administracion sistémica de su precursor (grafica

12).
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Gréfica 12. La adminstracién sistémica e NAC atenla la sintesis de KYNA en la mPFC de rata in
vivo.. Después de 2 h de recoleccion de niveles de KYNA basales, se administré NAC (125 o 500
mg/kg, i.p.) o vehiculo (solucién salina 0.9%) dos veces i.p (flechas, —). Control kinurenina: n= 10;
NAC (125 mg/kg, i.p.) +Kyn: n=4; NAC (500 mg/kg, i.p.) + Kyn: n=7. *p< 0.05 vs. kinurenina para cada
punto a través del tiempo (Mann- Whitney). Se muestra un gréfico de barras que representa el Area
bajo la Curva (AUC) correspondiente a la produccion de KYNA (nM) posterior a la administracion
sistémica de kinurenina (50 mg/kg, i.p.); **p< 0.05 vs. kinurenina (Mann-Whitney test).
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6.6.1 LA ADMINISTRACION LOCAL DE BSO NO PREVIENE EL EFECTO DE NAC EN
LOS NIVELES DE KYNA EN LA mPFC DE RATA IN VIVO

Para corroborar una vez mas si el efecto de la administracion de NAC en la
sintesis de KYNA era independiente a la estimulacion de la sintesis de GSH,
se perfundiélocalmente el inhibidor de la sintesis de GSH, BSO. Después
de recolectar los niveles basales en la mPFC se perfundié directamente
BSO y de manerasimultanea se administré la primera dosis i.p. de NAC (500
mg/kg, i.p.). El mismo protocolo usado anteriormente de doble
administracion de NAC y una solainyeccién de kinurenina (50 mg/kg, i.p.)
se utilizé para estos experimentos. El tratamiento con BSO no logr6 prevenir
la reduccion de los niveles de KYNA inducidopor kinurenina (grafica 13.0,

triangulos azules).
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Grafica 13. BSO no previene lareduccion en la sintesis de KYNA por laadministracion sistémica
de NAC en la mPFC de rata in vivo. Después de 2 h de recoleccién de niveles de KYNA basales se
inici6 la perfusion local de BSO (10 mM) y una administracién sistémica simultanea de NAC (500 mg/kg,
i.p.) (dos veces i.p; flechas, —) seguida de una administracion sistémica de kinurenina. Control
kinurenina: n= 10; NAC (500 mg/kg, i.p.) + Kyn: n=3 y NAC (500 mg/kg, i.p.) + BSO (10 mM)+ Kyn:
n=3. Los datos se muestran como concentracién en nM y las comparaciones se realizan entre
tratamientos respecto a los niveles basales (2.7 +0.14 nM).*p< 0.05 vs. kinurenina para cada punto a

través del tiempo (Mann-Whitney test).
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6.7 NAC ATENUA LA SINTESIS DE KYNA EN LA mPFC DE RATA IN VIVO A
PARTIR DEL TRIPTOFANO

De manera paralela, se determiné si la producciéon de KYNA a partir de Trp
también podia ser prevenida por el tratamiento con NAC (500 mg/kg, p.o.).
Sin embargo, lavia de administracion se modifico ya que de tener efecto
podria representar una posible aplicacion traslacional. Del mismo modo que
con la estrategia anterior NAC se administré dos veces, 2 y 1 h antes de la
administracién de Trp (200 mg/kg, p.o.; grafica 14 circulos morados). Los
resultados arrojados muestran que la administracion oral de NAC también
logra prevenir el incremento en los niveles extracelulares de KYNA
estimulados por la administracion de Trp. Al calcular la concentracion de
KYNA correspondiente al area bajo la curva posterior a la administracion
oral de Trp resulta en 103.9 £ 7.8 nM mientras que sé6lo 69.7 + 1.2nM
corresponde al tratamiento con NAC, lo que significé una reduccién de ~30

%en los niveles extracelulares de KYNA producidos a partir de Trp.
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Grafica 14. NAC atenla la sintesis de KYNA en la mPFC de rata in vivo a partir de triptéfano.
Después de 2 h de recoleccion de niveles de KYNA basales, NAC (500 mg/kg, p.0.) o vehiculo (solucién
salina 0.9%) fueron administrados dos veces oralmente (flechas, —). Control Tript6fano (Trp): n= 4;
NAC (500 mg/kg, p.0.) + Trp: n=4. *p< 0.05 vs. Trp para cada punto a través del tiempo (Mann-Whitney
test). Se muestra un grafico de barras que representa el Area bajo la Curva (AUC) correspondiente a la
produccion de KYNA (nM) posterior a la administracion sistémica de Trp (200 mg/kg, p.o.); **p< 0.05
vs. Trp (Mann-Whitney test).
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6.8 LOS NIVELES DE GSH TOTAL, GSH Y GSSG CUANTIFICADOS EN
HIGADO, CEREBRO, CEREBELO Y PLASMA NO INCREMENTAN TRAS LA
ADMINISTRACION SISTEMICA DE NAC

Para confirmar si el efecto in vivo de NAC no depende esencialmente de un
incremento en la sintesis de glutation, se realizé la cuantificacion de los
niveles deGSH total, GSHy GSSG posterior ala administracion de NAC (500
mg/kg, i.p.) encombinacién con kinurenina o Trp. Cada grupo de 6 ratas fue
sacrificado 90 mindespués de la administracién de kinurenina o Trp, ya que es
durante ese tiempo en el que se alcanza el pico de produccion de KYNA o el
efecto mas significativo de reduccién del tratamiento con NAC. El
tratamiento sistémico agudo de NAC no incrementa los niveles de glutation
en plasma ni en ninguno de los tejidos examinados. No se encontraron
diferencias significativas en los niveles de GSH total, GSH, GSSG o entre
tratamientos y tampoco en relacibn a los niveles de los controles

administrados solo con el vehiculo (graficas 15, 16y 17).
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Grafica 15. Niveles de GSH en plasma, higado, cerebro y cerebelo de rata. Determinacion

fluorométrica delos niveles de GSH (GSH total menos GSSG) en A) Plasma, B) Cerebelo, C) Cerebro

y D) Higado 90 min después de los tratamientos control, NAC (500 mg/kg, i.p), Trp (200 mg/kg, p.o.),

Kyn (50 mg/kg, i.p.) y la combinacién de NAC + Kyn o NAC + Trp. Se muestra la distribucion de los

valores individuales de cada ratazSEM , ***p< 0.001 vs. niveles basales control (Mann-Whitney test).
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Grafica 16. Niveles de GSSG en plasma, higado, cerebro y cerebelo de rata. Determinacion
fluorométricade los niveles de GSSG en A) Plasma, B) Cerebelo, C) Cerebro y D) Higado 90 min después
de los tratamientos control, NAC (500 mg/kg, i.p), Trp (200 mg/kg, p.o.), Kyn (50 mg/kg, i.p.) y la
combinacion de NAC + Kyn o NAC+ Trp. Se muestra la distribucion de los valores individuales de cada

rata + SEM de 3 experimentos independientes ***p< 0.001 vs. niveles basales control (Mann-Whitney
test).
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Grafica 17. Niveles de GSH total en plasma, higado, cerebro y cerebelo de rata. Determinacion
fluorométrica de los niveles de GSH total en A) Plasma, B) Cerebelo, C) Cerebro y D) Higado 90 min
después de los tratamientos control, NAC (500 mg/kg, i.p), Trp (200 mg/kg, p.o.), Kyn (50 mg/kg, i.p.)
y la combinaciénde NAC + Kyn o NAC + Trp. Se muestra la distribucion de los valores individuales de
cada rata + SEM,***p<0.001 vs. niveles basales control (Mann-Whitney test).
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6.9 LA ADMINISTRACION SUBCRONICA DE NAC EN RATONES DISMINUYE
LOS NIVELES DE KYNA, REDUCE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE KATII E
INCREMENTA LOS NIVELES DE 3-HK EN CEREBRO

Después de determinar que la administracion aguda de NAC reduce la
sintesis cerebral de KYNA y dada la influencia de este metabolito en
distintos procesos cognitivos, consideramos que para confirmar la relevancia
fisiologica de NAC -y su efecto sobre los niveles cerebrales de KYNA-
deberian evaluarse pardmetros dememoria y aprendizaje. Para cumplir con
este objetivo se realizé una administraciénsubcrénica con NAC (100 mg/kg, i.p.)
durante siete dias en ratones FVB adultos de 10 semanas de edad y se
cuantificaron los niveles basales de KYNA, la actividadenzimatica de KATII,
KMO asi como los niveles de 3-HK, la otra rama de la via de las kinureninas.
Tal y como se ilustra en la grafica 18 A, el tratamiento subcrénicocon NAC
redujo en un ~25% los niveles cerebrales enddgenos de KYNA con
respecto a los niveles basales (1.7 £ 0.2 vs. 2.3 £ 0.2 fmoles/mg tejido,
grafica 18B), a la par, en estos mismos tejidos cerebrales determinamos
gue la actividad enzimatica de KATIlI mostraba una reduccién de ~21% con
respecto a la actividad basal de los controles administrados sélo con
solucion salina 0.9% (1.1 £ 0.1 vs.1.4 + 0.1 pmoles/h/mg de proteina).
Paralelamente, esta inhibicion de KATII favorecié significativamente el
incremento en los niveles cerebrales de 3-HK (129.3+ 30.1vs 424+ 7.1
fmoles/mg de tejido, grafica 18 C) sin que la actividad de KMOse viera

afectada (17.78 + 11.6 vs 18.8 + 1.6 pmoles/ h/ mg de proteina, grafica 18D).
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Gréfica 18. Niveles cerebrales de KYNA, 3HK y la actividad enzimatica de KATIl y KMO en
ratones posterior al tratamiento subcrénico con NAC (100 mg/kg, i.p.). A) Niveles de KYNA, B)
Actividad KATII, C) Niveles de 3HK, D) Actividad KMO, salina vs NAC. Los datos corresponden al
promedio + SEM de 10 animales por grupo, *p <0.05 vs salina (comparacion por pares, Mann-Whitney
test).
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6.9.1 EL. TRATAMIENTO SUBCRONICO DE NAC REDUCE LA SINTESIS DE KYNA

EX VIVO EN REBANADAS DE TE]JIDO CEREBRAL
Para examinar si el efecto del tratamiento subcrénico con NAC, ademas de

reducir los niveles enddgenos de KYNA, afectaba la capacidad de estos tejidos
cerebrales para producir KYNA de novo, se evaluaron los niveles de este
metabolito producidos en rebanadas corticales a partir de su precursor
inmediato kinurenina y su precursor inicial Trp (ambos a una concentracion
de 1 mM). Estas rebanadascorticales pre-tratadas subcrénicamente con
NAC presentaron una capacidad reducida para la sintesis de KYNA a partir
de Trp (NAC: 101.4 + 6.7 fmoles/mg proteina; salina: 140.3 +17.5 fmoles/mg
proteina, grafica 19A) y kinurenina (NAC: 278.9 + 12.8 fmoles/mg proteina;
salina: 430.5 = 20.7 fmoles/mg proteina, grafical9A). Aunque de manera no
significativa (*p > 0.05; Mann—Whitney test), la produccién de novo de 3-HK
en estos tejidos mostré una tendencia a estar incrementada como resultado

del pre-tratamiento con NAC (gréafica 19B).
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Grafica 19. Efecto del tratamiento subcrénico de NAC en la sintesis de KYNA y 3HK en
rebanadas corticales de ratén. A) Niveles de KYNA, B) Niveles de 3HK. Las rebanadas corticales se
obtuvieron a partirde ratones tratados subcrénicamente con NAC (100 mg/kg, i.p.) por siete dias
consecutivos y posteriormenteincubadas en presencia de Kyn o Trp (ImM). Los datos presentados
corresponden al promedio + SEM de 8 animales por grupo, *p <0.05 vs salina (comparacién por pares,

Mann-Whitney test).
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6.9.2 EL TRATAMIENTO SUBCRONICO DE NAC MEJORA EL RENDIMIENTO
COGNITIVO EN LA PRUEBA DE MEMORIA DE ALIMENTO ENTERRADO (BFT)

Con base a la evidencia obtenida del tejido y de las rebanadas cerebrales
de losratones tratados subcrénicamente con NAC, comprobamos que este
tratamientoreduce no sélo la sintesis de novo de KYNA a partir de Kyn o de
Trp sino que ademas NAC redujo los niveles endégenos de KYNA cerebrales.
Para evaluar si la reduccion, tanto en los niveles endégenos de KYNA como
en la capacidad de susintesis cerebral, tenia alguna consecuencia sobre
los parametros cognitivos dememoria y aprendizaje, estos ratones fueron
evaluados mediante la prueba de alimento enterrado (BFT). Tal y como se
muestra en el siguiente esquema los ratones fueron tratados con NAC (100

mg/kg, i.p.) durante siete dias consecutivos(grafica 20).

J———————— NAC (100 mg/kg, i.p.) o vehiculo (0.9 % solucién salina) }
Dias

1 6 7

R —
|

Ratones FVB/N Kyn (100 mg/kg, i.p.)
10 semanas o Salina 0.9%

s l ACTIVIDAD
LOCOMOTORA

}

KYNA

ADQUISICION

Grafica 20. Diagrama representativo de la evaluacion de memoria, aprendizaje y actividad locomotora

después del tratamiento subcronico con NAC en ratones FVB.

Se conformaron dos grupos distintos de ratones para comparar el
tratamiento subcronico con NAC respecto al vehiculo (solucidon salina);
ademas, se formarondos grupos mas que recibieron en el sexto dia -1h
antes de comenzar con su entrenamiento- una administracion sistémica de
Kyn (100 mg/kg, i.p.) (grafica 21 A) a una dosis que ha sido previamente

reportada como suficiente para alterar el proceso de aprendizaje y
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consolidacion de la memoria en un paradigma de laberinto radial de 8 brazos
(Chess et al.,, 2007). En el dia 6 se realizé la primera fase (fase de
adquisicién) de la prueba que consisti6 en el entrenamiento de estos
animales para ubicar la recompensa (fruit loop), localizada en un lugar
especifico en la cajade prueba; a partir de esta sesion de entrenamiento se
realizé una curva de aprendizaje que se puede observar en la grafica 21 A).
El dia de entrenamiento, al evaluar todos los grupos no observamos
diferencias significativas en la etapa de adquisicion del paradigma para el
gue fueronentrenados; todos los animales de cada grupo llevaron a cabo la
prueba de manera exitosa tal y como se observa en la curva de
entrenamiento donde se observé claramente una reduccién en el tiempo
(que cada animal registrd) para llegar al objetivo en el transcurso de los seis
intentos (grafica 21A). Esto nos llevé a concluir que ninguno de los
tratamientos probados NAC, Kyn o la combinacion de ambosafectaba la
capacidad de aprendizaje de estos animales. Finalmente, 24 h después de
la fase de entrenamiento, se evalud la memoria delos distintos grupos de
ratones, como parametro principal se determiné el tiempoque le tomaba a
cada raton en llegar a la ubicacién objetivo (sin el estimulo azucarado); por
lo que entre mas rapido encontrara esta ubicacion, reflejaria un mejor
desempenio en la consolidacion de la memoria. Observamos en la gréafica
21B que aquellos ratones que fueron tratados con NAC subcrénicamente
utilizaron un tiempo significativamente menor con respecto a los controles
administrados so6lo con el vehiculo (7.1 + 1.6 vs 10.8 £ 1.7 s, respectivamente).

De manera mucho més marcada, mediante esta prueba se confirmé que la
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administracion de Kyn al iniciodel entrenamiento o fase de adquisicion alter6
completamente la consolidacién la memoria ya que este grupo de ratones
fue incapaz de dirigirse rapidamente a laubicacién objetivo; tal y como
podemos observar en la gréafica 21B, el tiempo promedio que le toma a este
grupo de ratones en encontrar el punto objetivo es tres veces mayor (41.5 +
7.1 s) comparado con el grupo control (10.8 £ 1.7 s). Sin embargo, este
drastico efecto en el proceso de consolidaciéon de la memoria inducido por
Kyn fue prevenido por el tratamiento subcrénico con NAC, ya que eltiempo

de este grupo fue similar al grupo control (10.7 + 2.3 s) (grafica 21B).
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Grafica 21. Efecto del tratamiento subcréonico con NAC en la evaluacién de memoria y
aprendizaje mediante la prueba de BFT. A) Curva de aprendizaje o adquisicion de los distintos
tratamientos Salina, NAC, Kyny NAC + Kyn; B) Evaluacion de la memoria 24 h posteriores a la fase de
adquisicion. En el grupo Kyn estos animales fueron administrados de manera aguda (100 mg/kg, i.p.)
antes de la fase de adquisicion. Los datos son representados como el promedio + SEM (n=5 por grupo).
Se realiz6 un ANOVA de dos vias para comparar los distintos tratamientos, las diferencias entre pares
de grupos se realizaron mediante la prueba de Tukey’s con una significancia de *p< 0.05 vs salina y

de #p vs Kyn.
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Para descartar que los tiempos determinados en la evaluacion de la
memoria de cada grupo experimental de ratones pudiesen estar
relacionados con alguna alteracion motriz que impidiera que encontraran la
ubicacion objetivo réapidamente, se evalud la actividad motora de estos
animales; como podemos observar en la grafica 22, basados en la distancia
total recorrida (grafica 22A) y en el tiempo ambulatorio (grafica 22B) no hay

diferencias entre los grupos que pudieran apuntar hacia un déficit motriz.
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Gréafica 22. Efecto del tratamiento subcrénico de NAC en la actividad locomotora.
Inmediatamente después de la evaluacion de la memoria y aprendizaje todos los grupos de ratones

fueron evaluados. A) Distancia recorrida en cm; B) Tiempo ambulatorio de exploracion en s.

Posteriormente, después de realizar la evaluacibn de memoria y
aprendizaje, asi como la actividad motora, se determinaron los niveles
cerebrales de KYNA en cada uno de los grupos y se analiz6 si existia una
correlacion entre los niveles de KYNAyY el desempefio en la prueba de
memoria y aprendizaje. Los datos arrojaron queexiste una correlacion
positiva entre la disminucion en los niveles cerebrales de KYNA y una
mejoria en la memoria representada en unidades de tiempo (s) (grafica23). Es
decir, en este modelo murino, el tratamiento subcrénico de NAC que logra

reducir de manera significativa tanto los niveles endégenos de KYNA
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como la produccion de novo en el cerebro, estimulada por la administracién
sistémica deKyn, contribuye a que los ratones tratados con NAC reduzcan

el tiempo en la evaluacién de la memoria por BFT (gréafica 23).
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Gréfica 23. Correlacion entre los niveles de KYNA y el desempefio en la memoria. La matriz
ubicada en el cuadrante inferior izquierdo contiene el grafico de dispersion de los niveles cerebrales de
KYNA (fmoles/ mg de tejido) y el tiempo (s) que el animal utilizé para encontrar el objetivo (memoria).
El cuadrante superior derecho contiene el valor del coeficiente de Spearman’s (r) asociado a un valor

p de significancia (n=5, por grupo).

6.9.3 LA ADMINISTRACION SUBCRONICA DE NAC REDUCE LAS ERO Y
LA PL ESTIMULADA POR EL PRO-OXIDANTE FeSO4 SIN INCREMENTAR LOS
NIVELES DE GSH EN EL CEREBRO.
Finalmente, nos preguntamos si el tratamiento subcronico de NAC podria
contribuir en alguna medida al ambiente redox celular promoviendo un perfil
mas antioxidante. Como se observa en la grafica 24, aquellos tejidos
cerebrales que recibieron el tratamiento subcrénico de NAC resultaron mas

resistentes al dafio oxidante inducido por FeSO4y ONOO". En la grafica se

muestra que el tratamiento subcrénico de NAC atenda significativamente los
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niveles tanto de PL como de ERO,en los tejidos cerebrales incubados bajo

condiciones pro-oxidantes (grafica 24 Ay B). Sin embargo, tal y como se
habia mostrado anteriormente no se registraron cambios en los niveles de
GSH o0 GSSG en estos tejidos con el tratamiento con NAC (grafica 24 Cy

D).
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Grafica 24. Niveles de ERO, PL, GSH y GSSG en el tejido cerebral ratones tratados con NAC
subcrénicamente. A) Peroxidacion lipidica B) Niveles de ERO con respecto al control C) Niveles de
GSH D)Niveles de GSSG. Los datos corresponden al promedio = SEM (n=10 por grupo). Se comparé el
efecto de NAC con un ANOVA de dos vias y las comparaciones mdltiples en pares se realizaron con la

prueba de Tukey’s, *p < 0.05 vs. salina basal and #p < 0.05 vs. salina + FeSO, 6 ONOO".
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7. DISCUSION
Existe evidencia experimental robusta que ha puesto de manifiesto la

importanciade KYNA en la funcidn cognitiva; este efecto ha sido atribuido
principalmente a su capacidad como antagonista enddégeno de los
receptores NMDA, ademas de serun bloqueador no competitivo para el
receptor a-7-nicotinico (a7nACh, 1Cso 1-8 uM).Las fluctuaciones cerebrales de
KYNA han demostrado tener un efecto importantesobre la concentracion y la
liberacion de los neurotransmisores tales como Glu, DAy GABA (Pocivavsek
et al.,, 2016). Experimentalmente, se ha comprobado en cerebros de
roedores que la administracion local de concentraciones nanomolares de
KYNA, o bien, la administracién sistémica de su precursor kinurenina altera
significativamente la funcion cognitiva. Por el contrario, la reduccion de los
niveles cerebrales de este metabolito, mediante el uso de inhibidores
especificos o de modelos genéticos que carecen de la enzima KATII,
mejoran la funcién cognitiva.Dada la importancia de modular los niveles
enddgenos de KYNA y sus efectos enla neurotransmisién y por ende en la
funcién cognitiva, la busqueda de compuestos capaces de reducir estos
niveles especialmente en contextos patolégicos de neurodegeneracion o
desordenes psiquiatricos -en donde se encuentran elevados- ha sido
constante; se han desarrollado varios inhibidores, sin embargo, muchos de
ellos tienen la desventaja de no poder cruzar la BHE o que su sintesis
farmacoldgica resulta costosa. Por lo que la busqueda de nuevos farmacos
gue puedan disminuir los niveles de KYNA no ha cesado.

Aunado a la inhibicién enziméatica, existen vias alternativas de formacion de

KYNA que dependen de un ambiente oxidante que favorezca la formacion
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espontanea de KYNA a partir de la interaccion directa entre kinurenina y las
ERO sin la intervencibnenzimatica de alguna aminotransferasa (Blanco-Ayala

et al., 2015; Zsizsik & Hardeland, 2002).

Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en la caracterizacion de estas vias
alternativas de formacién de KYNA. Por lo que, resultaba factible pensar que
un tratamiento antioxidante podria ser capaz de reducir los niveles de KYNA a
travésde la reduccion de los niveles de ERO y la estimulacion de los sistemas
antioxidantes enddégenos. ElI presente estudio incluyé distintas
aproximaciones experimentales, tanto in vitro como in vivo, orientadas a
evaluar el efecto de los antioxidantes NAC y GSH en la sintesis y en los niveles
endoégenos cerebrales deKYNA. Nuestros resultados in vitro arrojaron que,
tanto en homogenados cerebrales como en rebanadas corticales de rata, la
incubacién con NAC resulta en una reduccién concentracion-dependiente en la
produccion de KYNA, sin embargo, bajo las mismas condiciones la incubacién
directa con GSH no demostr6 tener elmismo efecto. Incluso, al cuantificar los
niveles de GSH producidos en estas rebanadas, la sintesis de este antioxidante
solo fue estimulada con la concentracionmas alta de NAC (20 mM), sin embargo,
el efecto en la produccion de KYNA por NAC sucedia a partir de
concentraciones menores, NAC 2 mM redujo en ~ 40% laproducciéon de novo
de KYNA. El claro efecto de NAC in vitro sobre los niveles deKYNA indicaban
que tal vez el efecto pro-cognitivo observado en otros modelos podria estar

asociado a eventos independientes a la estimulacion de la sintesis de GSH.
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De hecho, se ha descrito anteriormente que NAC tiene efectos en la
modulacién dopaminérgica y glutamatérgica (Dean et al., 2011; Ooi et al,
2018), elefecto observado en la produccion de novo de KYNA apunta a que
este podria serotro mecanismo mediante el cual NAC pueda ejercer esta
modulacion en la neurotransmision.

Posteriormente, decidimos explorar si la reduccién en la sintesis de KYNA
involucraba también una reduccion en la actividad enzimética de KATII inducida
por NAC. En otros contextos, se ha determinado que NAC puede ejercer
una acciéon inhibitoria de manera dosis-dependiente en la actividad
enziméatica de enzimas como las hialuronidasas testiculares -con un rol
esencial durante la fertilizacion-, en donde tanto la evidencia experimental in
vitro como la simulacion por dinAmica molecular sugieren que NAC ejerce
una inhibiciébn no-competitiva que involucra laaccién de los grupos tioles
presentes en NAC y su interaccién con las cisteinas presentes en la enzima
(Sunitha et al., 2013). Con base en esta evidencia decidimos explorar la
posibilidad de que NAC pudiera reducir la actividad de la enzima KATII, para
esto utilizamos distintas aproximaciones in vitro. En homogenados de
cerebro de rata confirmamos que NAC inhibe de manera concentracién-
dependiente la actividad enzimatica de KATII; y de manera mas especifica,
haciendo uso de una enzima humana recombinante de KATII, se determind
un significativo efecto inhibitorio, NAC inhibié a KATII con un ICso de 500 pM.
Habiendo confirmado la capacidad inhibitoria de NAC sobre KATII, se
prosiguio a determinar si el efecto de NAC en la sintesis de KYNA podia ser
replicado en un modelo in vivo de microdidlisis en donde tanto la

administraciéon local como la administracion sistémica de NAC logré
86



prevenir de manera significativa el rapido incremento en los niveles
extracelulares de KYNA tras unaadministracion sistémica de kinurenina en la
mPFC. Para descartar que este efecto in vivo de NAC dependiera de la
estimulaciéon en la sintesis de GSH, se cuantificaron los niveles tanto de
GSH como de GSSG en cerebro, cerebelo, plasma e higado sin que éstos
tuvieran diferencias significativas con respecto a aquellos animales que s6lo
recibieron el vehiculo (solucién salina). Adicionalmente, utilizando este mismo
modelo in vivo se administré localmente un inhibidor de lasintesis de GSH,
BSO, observando que la reduccion de KYNA no fue prevenida por la
administracion sisttmica de NAC. Esta evidencia apunta que la
administraciénaguda de NAC durante este lapso de tiempo no es suficiente
para incrementar demanera significativa los niveles de GSH, especialmente
en cerebro, y tampoco de manera periférica tal como se observa en la
cuantificacién en plasma e higado; porlo que el efecto de NAC en los niveles
de KYNA durante el analisis in vivo en lamicrodidlisis resulta independiente
de la estimulacion de la sintesis de GSH. Nuestros resultados, en su
conjunto demuestran que los efectos pro-cognitivos de NAC, los cuales
sistematicamente se han asociado a un incremento en laneurotransmision
glutamatérgica, pueden estar relacionados con la capacidadinhibitoria que
ejerce sobre KATII que tendria como consecuencia la disminucionen los

niveles cerebrales de KYNA y con ello el incremento en los niveles de Glu.

Ademas, el hecho de que NAC interfiera con la sintesis de KYNA fortalece
laideade que los astrocitos tienen un papel relevante en los efectos reportados

para NACen el cerebro; esto resulta factible basados en la evidencia que
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muestra que cuandoNAC se encuentra en el medio extracelular del tejido
cerebral éste se acumulaespecialmente en los astrocitos (Kranich et al.,
1998); adicionalmente, estas célulastambién resultan ser esenciales para la
produccion de GSH y su precursor L-cisteina, el producto deacetilado de
NAC (Hertz & Zielke, 2004; Raps et al., 1989).Sin embargo, este mecanismo
de inhibicion no debiera ser considerado como elunico involucrado en sus
efectos pro-cognitivos ya que en contextos patolégicosespecificos como
la esquizofrenia o la enfermedad de Parkinson (BavarsadShahripour et
al., 2014), en donde los niveles de GSH estan particularmente
disminuidos, la accién de NAC podria también incluir la restauracién del
balanceredox celular mediante el incremento en los niveles de GSH
intracelulares, la reduccion de citocinas pro-inflamatorias (Tsai et al., 2009) y
la reduccion del estrés oxidante asociado a estas enfermedades (Csontos et
al., 2012).

Para explorar los distintos mecanismos por los cuales NAC podria estar
ejerciendo sus efectos pro-cognitivos decidimos probar una administraciéon
subcrénica de NAC durante 7 dias en ratones adultos. Al evaluar el efecto
del tratamiento subcrénico en el tejido cerebral de estos animales
determinamos que NAC redujo de manera significativa los niveles
enddgenos de KYNA y redujo la actividad de KATII; adicionalmente, al
explorar la rama alterna de la VK encargada de producir el poder reductor de
NAD+, observamos que los niveles de 3-HK incrementaron sin que esto
implicara un incremento en la actividad enzimatica de la enzima que produce
estemetabolito, la KMO. Aunado a esto, también comprobamos en estos

mismos tejidos, que la capacidad de sintesis de KYNA - de manera similar
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al tratamientoagudo con NAC- se encontraba disminuida, ya que aquellos
tejidos tratados con NAC, al ser incubados ya sea con el precursor
kinurenina o triptéfano, produjeronsignificativamente menores niveles de

KYNA. Es decir, el tratamiento subcronicode NAC no so6lo afecta la sintesis

de KYNA sino que ademas reduce los niveles enddgenos cerebrales de
este metabolito. En paralelo, determinamos si esta disminucion tanto en los
niveles endégenos deKYNA, asi como en la capacidad de producir KYNA de
novo podian impactar en eldesempefio cognitivo durante un paradigma
conductual que evaluara memoria yaprendizaje. Mediante el uso de la
prueba BFT, pusimos a prueba el tratamiento subcrénico de NAC
comparandolo con los controles que solo recibieron solucion salina.
Aquellos animales que recibieron un tratamiento continuo de NAC
presentaron el mismo patrén de aprendizaje que los controles de salina, es
decir, NAC no altera el proceso de adquisiciéon de la memoria durante la
etapa de entrenamiento. Sin embargo, al evaluar la memoria 24 h después
observamos queel grupo de NAC presenté mejores tiempos al momento de
localizarespecificamente el lugar objetivo comparado con el grupo control.

Subsecuentemente, para hacer mas evidente el efecto de NAC sobre este
paradigmay su relacién con la reduccion en los niveles de KYNA, comparamos
dos grupos de ratones. El primer grupo habia sido administrado
subcrénicamente so6locon el vehiculo pero, en el sexto dia de tratamiento y
1h antes de la fase de entrenamiento, fueron administrados sistémicamente
con una dosis aguda de kinurenina (100 mg/kg, i.p.); esta dosis ha sido

probada anteriormente en otros contextos experimentales en donde se ha
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demostrado que a través de esta administracion los niveles de KYNA

incrementan drasticamente de una manera rapida y sostenida hasta por 6
h, y que aunado a estos incrementos anormales enKYNA (mas de 20 veces
sobre los niveles enddgenos basales) el proceso de consolidacién de la
memoria en roedores se altera significativamente. Cabe resaltar que este

grupo aprendié de manera favorable el paradigma de prueba, sin embargo,

durante la evaluacién de la memoria se observé que éstos animales eran
incapaces de encontrar eficazmente dénde estaba ubicada la posicién
objetivo, esto se vio reflejado en el tiempo en el que tardaron en llegar a ese
punto y en elcomportamiento erratico y poco dirigido, dando indicios claros
de que no recordaban la tarea adquirida el dia anterior; el tiempo que les tomd
a estos ratones en llegar al punto de referencia fue tres veces mayor con
respecto a los controlesque no recibieron kinurenina. Sin embargo, de
manera interesante, en el segundogrupo, el tratamiento subcrénico con
NAC previno que estas alteraciones. observadas en el grupo kinurenina se
presentaran, ya que el tiempo que les tomda estos ratones para encontrar el
punto de referencia fue muy similar al control, es decir, estos ratones
recordaban con mayor eficiencia el punto de referencia; NACprevino las
alteraciones en la consolidacion de la memoria inducidas por kinurenina. Las
alteraciones motrices en cada uno de los grupos fueron descartadas
despuésde que no encontramos diferencias significativas en la actividad
motora de estosroedores. Una vez concluida la evaluacién cognitiva y
motora comprobamos queestos tejidos presentaban niveles reducidos de
KYNA de manera enddgena, la actividad enzimatica de KATII se encontraba

disminuida y los niveles de 3-HK seeggontraban incrementados. Se



determind que existia una correlacién positiva entre los niveles disminuidos
de KYNA y un mejor rendimiento cognitivo en este paradigma conductual.
Aunado a esto pudimos también confirmar que, aunque los niveles de GSH no
se encontraban incrementados en estos animales tras el tratamiento
subcronico de NAC, este tratamiento si mejora el perfil antioxidante cerebral.
Esto fue corroborado al exponer el tejido cerebral de ratones pretratados
subcrénicamente con NAC a estimulos pro-oxidantes, donde mostraron ser
mas resistentes al dafio oxidante con respecto a los controles. De gran
importancia es resaltar que la modulacion ejercida por NAC en los niveles
cerebrales de KYNA se traduce en un mejor desempefo en los procesos
asociados a la consolidacion de la memoria, confirmando que NAC podria
ser un potencial farmaco en el tratamiento de procesos de declive cognitivo
asociados al envejecimiento, enfermedades neurodegenrativas vy
desordenes psiquiatricos enlos cuales el aumento de KYNA y el estrés

oxidante son factores comunes.
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8. CONCLUSIONES

En conjunto, nuestros datos ponen de manifiesto un nuevo mecanismo
mediante el cual NAC puede incidir en la transmision glutamatérgica y
colinérgica: su accion inhibitoria sobre la produccion de KYNA, la cual se
debe tanto a la inhibicién de laprincipal enzima encargada de su sintesis, la
KATII, asi como al mejoramiento del perfil redox celular. Ademas,
confirmamos que el efecto observado sobre los niveles de KYNA cerebrales
es independiente a la sintesis de GSH a través de NAC, ya que en ningun
caso observamos un incremento en sus niveles. El mejoramiento del perfil
redox celular en el tejido cerebral de aquellos ratones querecibieron NAC
podria atribuirse entonces a la capacidad antioxidante per se de este
farmaco, esta capacidad resulta particularmente relevante en contextos
neuropatolégicos en donde el estrés oxidante es un importante factor para
la progresion de distintas enfermedades neurodegenerativas y desordenes
psiquiatricos con un marcado deterioro cognitivo. Finalmente, ya que la
inhibicionde KATII y la modulacién de los niveles cerebrales de KYNA han
sido propuestascomo una estrategia novedosa para contrarrestar los déficits
cognitivos observados en distintos desérdenes psiquiatricos, particularmente
en esquizofrenia y depresion, NAC podria ser una excelente herramienta
farmacologica de modulacién de los niveles cerebrales de KYNA con el
potencial translacional de ser un tratamiento seguro y de bajo costo para
aminorar el deterioro cognitivoobservado en estas y otras enfermedades

neurolégicas.
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Abstract

The tryptophan (Trp) metabolite kynurenic acid (KYNA) is an a7-nicotinic and N-methyl-o-aspartate receptor antagonist. Elevated
brain KYNA levels are commonly seen in psychiatric disorders and neurodegenerative diseases and may be related to cognitive
impairments. Recently, we showed that N-acetylcysteine (NAC) inhibits kynurenine aminotransferase Il (KAT Il), KYNA's key
biosynthetic enzyme, and reduces KYNA neosynthesis in rats in vivo. In this study, we examined if repeated systemic
administration of NAC influences brain KYNA and cognitive performance in mice. Animals received NAC (100 mg/kg, i.p.) daily for
7 days. Redox markers, KYNA levels, and KAT Il activity were determined in the brain. We also assessed the effect of repeated
NAC treatment on Trp catabolism using brain tissue slices ex vivo. Finally, learning and memory was evaluated with and without
an acute challenge with KYNA's bioprecursor L-kynurenine (Kyn; 100 mg/kg). Subchronic NAC administration protected against
an acute pro-oxidant challenge, decreased KYNA levels, and lowered KAT Il activity and improved memory both under basal
conditions and after acute Kyn treatment. In tissue slices from these mice, KYNA neosynthesis from Trp or Kyn was reduced.
Together, our data indicate that prolonged treatment with NAC may enhance memory at least in part by reducing brain KYNA
levels. View Full-Text
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