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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es hereditaria, de tipo autosémica dominante,
causada por una expansion de mas de 34 repetidos del triplete CAG en la proteina
huntingtina (htt). La EH es neurodegenerativa, afectando principalmente al cuerpo
estriado. Se desconoce el mecanismo por el cual la presencia de la proteina htt
mutada induce la EH, pero se propone que puede provocar alteraciones en los
niveles de los metabolitos de la via de la kinurenina (VK), que a su vez lleve a una
sobreactivacion de los receptores a glutamato tipo NMDA (NMDAr). La VK es la ruta
metabolica mas utilizada para la sintesis de nicotin-adenin-dinucleétido (NAD") a
partir del triptéfano en mamiferos. En la ruta metabolica de la VK se forman dos
compuestos neurotéxicos: el &cido quinolinico (QUIN), agonista endoégeno de los
NMDAr; y la 3-hidroxikinurenina (3-HK), un generador de radicales libres. Ademas,
en la VK se forma un neuroprotector enddégeno, el acido kinurénico (KYNA) que es
un antagonista de los NMDAr. El KYNA es producido de manera irreversible a partir
de su precursor kinurenina, por la accion de la enzima kinurenina aminotransferasa
tipo Il (KAT II) en el cerebro de mamiferos, por lo que la actividad de esta enzima
puede ser clave para la deficiencia o la acumulacion de los niveles de KYNA. Se ha
observado que la administracion de probenecid (PROB, 100 mg/kg), kinurenina
(KYN, 200 mg/kg) o la combinacion de ambas sustancias reducen la muerte
neuronal del cuerpo estriado provocado por la administracion de QUIN (1 pl, 240
nmoles/ul) lesion que es ampliamente usada como un modelo experimental de la
EH. El objetivo de este trabajo fue observar cambios en la presencia de KAT II, asi
como en la expresion de su RNAm en el cuerpo estriado en ratas bajo el tratamiento
de PROB, KYN o ambas, administradas 30 minutos previos a la lesiéon con QUIN.
Ademas, valorar si dichos tratamientos provocan dafio sobre el control motor, asi
como cambio en los niveles de KYNA y KYN en el liquido cefalorraquideo (LCR) en
animales no lesionados. Los resultados muestran que la administracion de los
tratamientos KYN, PROB o la combinacién de ambas sustancias no ocasionan
efectos adversos motores. El tratamiento con PROB y la combinacién (K + P)
incrementa la expresion de la enzima KAT Il a las 2 horas de la lesion. Se observé
gue los grupos administrados con PROB y la combinacion provocan una mayor
expresion de KAT Il 2 horas y 6 dias después de la lesion con QUIN. La
administracion de PROB produce un aumento en los niveles de KYNA y KYN en
LCR. Nuestros resultados demuestran que la administracion de PROB incrementa la
expresion de la enzima KAT I, responsable de la sintesis de KYNA en el modelo de
la EH inducido por QUIN.




ABSTRACT

Huntington disease (HD), a hereditary dominant autosomic sickness, is caused by an
overexpression of CAG repeats in the gene encoding the protein huntingtine (Htt).
HD is characterized by neurodegeneration in the striatum. Nowadays, it is not known
how Htt induces HD, however kynurenine pathway (KP) and NMDA, a glutamate
receptor type, have been implicated. KP is the main metabolic route to produce
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD') from tryptophan on mammals. KP
produces two neurotoxic compounds: 3-hydroxykynurenine (3-HK), a free radicals
generator; and quinolinic acid (QUIN), a NMDA agonist. Also, the KP produces
kynurenic acid (KYNA), a compound that blocks the glycine site of INMDA. KYNA
synthesis is catalyzed by kynurenine aminotransferase type Il (KAT 1) enzyme;
therefore KAT Il levels could be responsible of KYNA brain levels. It has been shown
that systemic administration of Probenecid (PROB, 100 mg/kg), kynurenine (KYN,
200 mg/kg) or both to HD experimental models decreases neurological damage after
striatal-lesion by QUIN (1pul, 240 nmoles/ul), an experimental model of HD. The aim
of this study was to evaluate the expression of striatal KAT Il and its mRNA on rats
administered with PROB, KYN, or both 30 minutes before striatal-lesion with QUIN.
Also, motor coordination, KYNA and KYN cerebrospinal fluid (CSF) levels were
tested in rats without striatal-lesion. Results show that the administration of KYN,
PROB or their combination does not cause motor adverse effects. The treatment-
induced KAT Il mRNA expression was higher 2 hr after QUIN-induced damage. Rats
treated with PROB and the combination of PROB and KYN showed an increased
expression of the enzyme at both periods studied (2 hours and 6 days post QUIN
administration). Additionally, PROB administration induces a raise in KYNA- and
KYN-LCF levels. Our results show that PROB treatment raises KAT Il expression, the
enzyme responsible for KYNA synthesis in QUIN-induced HD experimental model.




1 INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo,
hereditario, causado por una expansiéon de mas de 34 repetidos del triplete de
nucleotidos CAG (citocina-adenina-guanina) en el DNA, que codifica para una
cadena de poliglutaminas en la proteina huntingtina (htt). Los pacientes con EH
presentan movimientos involuntarios de las extremidades, muecas Yy
movimientos de cabeza, ademas de sintomas psiquiatricos como depresion y
demencia. En cerebros postmortem de pacientes que cursaron con la EH, se
observé la muerte de alrededor del 85% de neuronas espinosas medianas
localizadas en el caudado putamen, lo que conlleva a la disminucién de los
niveles de GABA, sustancia P y encefalinas en dicha region. Actualmente se
desconoce el mecanismo que provoca tal dafio en la EH, sin embargo existe la
hipotesis kinurinérgica, la cual sustenta con evidencias tanto clinicas como en
modelos experimentales que la ruta metabdlica del triptofano se encuentra
alterada, dado que en pacientes con EH, las concentraciones de los metabolitos
de dicha ruta se encuentran alterados en orina, plasma y liquido cefalorraquideo.
La via de las kinureninas (VK) es la ruta metabdlica que utilizan casi todos los
mamiferos para la sintesis de nicotin-adenin-dinucleotido (NAD+) a partir del
triptéfano. En la VK se forman tres moléculas neuroactivas a partir de la
kinurenina (L-KYN): la 3-hidroxikinurenina (3-HK), que tiene la capacidad de
generar radicales libres, los cuales provocan muerte neuronal; el acido
quinolinico (QUIN), que es agonista de los receptores glutamatérgicos tipo
NMDA; y el acido kinurénico (KYNA), que es producido de manera irreversible
por la accion de la enzima KAT Il y es antagonista del receptor tipo NMDA.
También esta reportado que en cerebros postmortem de pacientes con EH los
niveles de KYNA estan disminuidos. Recientemente fue demostrado que la
administracion de L-KYN junto con probenecid (farmaco que inhibe el transporte
de KYNA desde el cerebro) disminuye el dafio neuroldgico, el dafio oxidativo y
preserva del tejido estriatal. Sin embargo, se desconoce si dicho tratamiento

modifica la sintesis de KYNA.




2 ANTECEDENTES

2.1 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON
La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad hereditaria de tipo

autosdmica dominante, causada por una expansiéon anormal del triplete de
nucleotidos CAG (citocina-adenina-guanina). El rango normal de repetidos de CAG
es de 11 a 34 en individuos sanos, mientras que un niumero mayor a 35 indica una
alta probabilidad de desarrollar EH. Con el paso de las generaciones el nimero de
repetidos CAG es mayor, se observa una correlacion inversa entre el numero de
repetidos de la cadena y la edad en la que se manifiesta la EH, fenbmeno conocido
como anticipacion génica (Beal, 1986; Krobitsch y Kazantsev, 2011). El gen
responsable de la enfermedad se localiza en el brazo corto del cromosoma 4
(4p16.3), fue caracterizado en 1993 y denominado IT15 (Giordana, 1995; Lowe y
cols., 1997). Tiene una amplia expresion, no sélo en el sistema nervioso (neuronas y
glia), sino también en gran variedad de tejidos (Strong y cols., 1993). El gen de la EH
codifica para una proteina denominada huntingtina (htt), vital en la embriogénesis,
pero de la que no se conoce una funcion especifica (Robitaille y cols., 1997;
Sieradzan y Mann, 2001).

La EH es un proceso neurodegenerativo y progresivo que se caracteriza por
degeneracion severa de los ganglios basales (Sanberg y Coyle, 1984), y en
consecuencia se manifiesta con movimientos coreiformes constantes e
incontrolables (DiFiglia, 1990), déficit cognitivo y trastornos emocionales de
progresion muy lenta, durante un periodo de 15 a 20 afios. La enfermedad se
presenta en dos formas: la juvenil y la adulta, de acuerdo a la edad en la que se
inicia. La forma juvenil generalmente presenta disturbios mentales y rigidez mas que
movimientos coreicos, y la forma adulta se presenta entre la tercera y cuarta década
de vida y se caracteriza por la presencia de corea la cual se caracteriza por
movimientos involuntarios que predominan en las extremidades, se presentan en
forma continua tanto en reposo como en acciéon dichos movimientos pueden ser

focales como masticacion repetitiva, movimiento oscilatorio de la mandibula o




gesticulacion facial. Fisiolégicamente la EH esta relacionada con un predominio de la
actividad dopaminérgica, a nivel de los ganglios de la base. Se presentan cambios
psiquiatricos como irritabilidad, ansiedad, depresion y deterioro intelectual.

Desde el punto de vista neuropatoldgico, la EH se caracteriza basicamente por dos
hechos:

a) Pérdida de neuronas y gliosis que afecta fundamentalmente al estriado
(muerte selectiva de neuronas espinosas medianas que produce atrofia del
caudado-putamen) y, en menor medida a la corteza cerebral (pérdida de células
piramidales de proyeccién) (figura 1).

b) Agregacion de htt mutada en forma de cuerpos de inclusion intranucleares y

de neuritas distroficas en las neuronas de las areas afectadas (figura 2).

Los dafos histopatologicos observados en la EH, son variables y dependen del
grado de severidad y de evolucion de la enfermedad. Los cambios més prominentes,
los encontrados en el estriado que incluye al putamen, sirven de base para la
clasificacion de la enfermedad en cinco estadios anatomopatolégicos, de 0 (no
evidencia de lesion histolégica) a 4 (méxima severidad, con nucleo caudado atréfico
y céncavo y atrofia de putamen y estriado capsula interna) (Figura 1) (Vonsattel y
cols., 1985). Las lesiones histologicas, sin embargo, no se limitan al estriado. Existe
una leve atrofia cerebral global, con disminucion del peso medio del cerebro de unos
150 a 200 g con respecto a la media de controles sanos (Vonsattel y DiFiglia, 1998).
El gradiente de lesion de mayor a menor severidad es el siguiente: estriado>corteza
frontal>cerebelo>tallo cerebral. Existe un gradiente regional en el nucleo caudado de
atrofia cola>cuerpo>cabeza, y una gran selectividad celular caracterizada por mayor
atrofia de neuronas espinosas medianas con mayor severidad en células ricas en
encefalinas que proyectan al globo palido externo, que de las que producen
sustancia P y proyectan al globo palido interno y con preservacion de interneuronas

grandes no espinosas.




Figura 1. Fotografia de un corte coronal del cerebro de un individuo normal (derecha) y de un
paciente con la EH (izquierda), que muestra, disminucion en la masa cerebral, atrofia del caudado-
putamen y dilatacion de los ventriculos laterales (Vonsattel y cols., 1985).

Figura 2. Fotografias que muestran las alteraciones en las neuronas espinosas medianas (izquierda)
y las inclusiones intranucleares (derecha), presentes en la EH (Cicchetti y cols.; 2000; Ho y cols.
2001).



2.2 HIPOTESIS PARA LA EH
Estudios realizados por varios grupos de investigacion sobre el mecanismo de dafio

en la EH proponen varias hipoétesis, las cuales no son excluyentes entre si y
pudieran ser complementarias. Se encuentran las siguientes hipoétesis:

1) Excitotoxicidad en los ganglios basales

2) Variaciones en el control transcripcional

3) Muerte neuronal por apoptosis 0 necrosis

4) Alteraciones en el metabolismo energético y dafio oxidante

5) Kinurinérgica, la cual sugiere la existencia de una alteracion en el

metabolismo del triptéfano, por la via de la kinurenina (VK).

La hipdtesis kinurinérgica, se basa en el analisis de los niveles de los metabolitos
gue se forman a través de esta via, los cuales se encuentran alterados de manera
importante en orina, plasma y liquido cefalorraquideo de pacientes con la EH.
(Schwarcz y cols., 1991; Moroni, 1999).

2.2.1 VIA DE LAS KINURENINAS

El acido kinurénico (KYNA) fue reconocido como un metabolito activo del triptéfano
en orina de perro. En 1947 se reconocio a la via de las kinureninas (VK) como la ruta
principal de conversion del cofactor nicotin-adenin-dinucleétido (NAD*) a partir del
triptofano y la forma fosfatada (NADP). El triptéfano es metabolizado en un 99% a
través de la VK en casi todos los mamiferos mientras que por una via alterna se
lleva a cabo la transformacién del triptéfano a serotonina y este ultimo a melatonina,
hormona que responde a cambios en la luminosidad ambiental. La VK se lleva a
cabo en el higado donde participa la enzima triptéfano-2,3-dioxigenasa (TDO). Sin
embargo en el cerebro, la enzima que transforma el triptéfano es la indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO). La VK da lugar a tres metabolitos principales, el generador de
radicales libres la 3-hidroxikinurenina (3-HK); un agonista de los receptores tipo
NMDA a glutamato, el acido quinolinico (QUIN), que causa excitotoxicidad en las
neuronas; y al &cido kinurénico (KYNA), antagonista de los NMDAr, con alta afinidad

por el sitio de glicina; dichos metabolitos son llamados kinureninas y se ha




comprobado que participan en diferentes procesos neurodegenerativos y patologicos
(Stone, 1993; Schwarcz, 2003; Han y cols., 2010).

La cascada metabdlica de la VK es importante ya que los tres intermediarios
neuroactivos que se forman, derivan directa o indirectamente de L-kinurenina (KYN);
el &cido kinurénico (KYNA) se forma en la rama de “defensa” de la VK, mientras que
los otros dos metabolitos, 3-HK y QUIN, son sintetizados a partir de KYN en la ruta

que genera NAD" (figura 3).

2.2.2 ENZIMAS DE LA VK

Entre las enzimas principales de la VK estan la indolamina 2,3-dioxigenasa que
metaboliza al triptéfano a N-formilkinurenina, la cual es degradada posteriormente a
KYN por accion de la formidasa. KYN es sustrato para 3 enzimas distintas: la
kinureninasa (produce el acido antranilico), la kinurenina 3-hidroxilasa (produce a la
3-HK) y la kinurenina aminotransferasa (KAT) la cual cataliza la transaminacion
irreversible de la KYN a KYNA. La 3-HK es metabolizada por la mismas KATs para
producir acido xanturénico o por kinureninasa para formar al &acido 3-
hidroxiantranilico. La enzima acido 3-hidroxiantranilico oxigenasa convierte al acido
3-hidroxiantranilico a semialdehido-2-amino-3-carboximucénico, el cual por
rearreglos no enzimaticos da lugar al QUIN o sirve como un sustrato de la picolinico
carboxilasa, para producir acido picolinico (Okuno y cols., 1991). En cerebros
postmortem de EH, se midio la actividad de la enzima 3-hidroxiantranilato oxigenasa
y los niveles se encontraban aumentados (Schwarcz y cols., 1988). Ademas,
experimentos realizados en el modelo de la EH inducido por QUIN sugieren la
participacion de esta toxina como un activador del gen de la htt (Carlock y cols.,
1995; Tatter y cols., 1995;) (figura 3).
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Figura 3. Reacciones y enzimas de la via de la kinurenina en células de mamiferos, como una via
alterna para la sintesis de NAD". Tomada de Wolf, 1974.



2.2.3 METABOLITOS PRICIPALES DE LA VK

2.2.3.1 KYNA
KYNA es un antagonista de amplio espectro de los receptores de los aminoacidos

excitadores, se encuentra en concentraciones nanomolares en el cerebro de
mamiferos. En altas concentraciones KYNA puede inhibir la neurotransmision
glutamatérgica actuando sobre el sitio de unién a glicina del rNMDA y también
bloguea de manera no selectiva a los receptores colinérgicos a7-nicotinicos (nACh),
por lo tanto puede participar tanto en la neurotransmision glutamatérgica como
colinérgica. EI KYNA puede modular y contrarrestar la sobreexcitacion de esos
receptores ocasionada por aminoacidos excitadores, evitando asi el dafio neuronal
(Neméth y cols., 2007). Swartz, en 1990, utilizé la técnica de microdidlisis para medir
la concentracion basal de KYNA en cuerpo estriado de rata, demostrando que éste
se encuentra de manera enddgena en cerebro. Ademas se observé que en ratas
administradas con su precursor inmediato KYN, incrementé 108 veces los niveles de
KYNA en LCF. Sin embargo la administraciéon de L-triptéfano fue menos efectiva
para incrementar los niveles de KYNA en LCF. EI mismo grupo de trabajo administré
por microdialisis un inhibidor de la sintesis de la enzima KAT, el acido
aminooxiacético (AOAA) obteniendo una disminucion de KYNA (Swartz y cols.,
1990).

KYNA se produce enzimaticamente a través de una transaminacion irreversible a
partir de KYN. En el cerebro de humano, rata y raton existen cuatro tipos de enzimas
KAT (KAT I, KAT II, KAT 1l Y KAT 1V), las cuales catalizan la transaminacion para
KYN y forman KYNA. Dicha transaminacion involucra dos pasos, el primero es
regulado por la enzima KAT, su producto intermediario es muy inestable y en el
segundo paso se somete a una ciclizacion intramolecular rapida para formar KYNA
(figura 4) (Han y cols., 2010).
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Figura 4. Reaccion de transaminacion catalizada por la enzima kinurenina aminotransferasa. Tomada
de Han y cols. 2010.

En corteza cerebral, cuerpo estriado, hipocampo, talamo, cerebelo y en higado de
rata, se examino la actividad de la KAT Il en diferentes tiempos y se observé que
entre los 3 y 24 meses de edad hay un incremento en su actividad. El aumento méas
notable se presentd en corteza, estriado e hipocampo. La produccion de KYNA se
incrementd significativamente en rebanadas de corteza cerebral en ratas de 12
meses de edad (pero no a los 24 meses) y en rebanadas de hipocampo de animales
de 12 y 24 meses de edad. Aunque fue notable una tendencia al aumento de niveles
de KYNA no se observaron cambios significativos con la edad en rebanadas de
estriado, talamo, cerebelo e higado (Sapko y cols., 2006).

2.2.3.2 QUIN

El QUIN es un aminoacido heterociclico el cual tiene una accion excitadora sobre el
sistema nervioso central de mamiferos, los niveles contenidos en tejido cerebral son
bajos (50-1000 nM) y posee una baja afinidad por el NMDAr (EDso>100 yM). Dicho
metabolito posee una capacidad muy alta para producir excitotoxicidad, que es
causada por una combinacion de factores, incluyendo la ausencia de mecanismos
efectivos que remuevan el exceso de QUIN extracelular (Wolfensberger y cols.,
1983). La hipotesis de excitotoxicidad esta apoyada en las consecuencias




observadas de inyectar QUIN directamente en el cerebro de mamiferos ya que
puede activar de manera selectiva a los receptores de glutamato sensibles a N-metil-
D-aspartato (NMDA) causando dafio neuronal y caracteristicas neuroquimicas y
neuropatolégicas similares a la EH como por ejemplo disminucion marcada del
neurotransmisor inhibidor GABA y de otras sustancias neuroactivas (Stone y
Perkins, 1981; Schwarcz y cols., 1983; Stone y cols., 1987). Por lo que QUIN es una
neurotoxina que se continlia administrando para generar un modelo agudo de la EH

en roedores (Aguilera y cols., 2007).

2.2.3.3 3-HK

La 3-HK es un precursor biolégico del QUIN que también tiene propiedades
neurodestructivas, puede iniciar una cascada de eventos intracelulares que dafa a
las células nerviosas debido a la generacion de radicales libres (Eastman y Guilarte,
1989; Okuda y cols., 1998). El KYNA es un antagonista del receptor de aminoacidos
excitatorios, con una alta afinidad por el sitio de glicina del rNMDA (Perkins y Stone
1982; Kessler y cols., 1989).

2.3 PARTICIPACION DE LA VK EN LA EH Y OTRAS ENFERMEDADES
NEUROLOGICAS: BUSQUEDA DE TERAPIAS EN LA EH

Esta demostrado que en pacientes con la EH, las alteraciones de los metabolitos de
la VK participan de manera importante. En el liquido cefalorraquideo (LCR) de
individuos con la EH se encontro que la concentracion del KYNA esta disminuida, asi
como la actividad de la enzima KAT I, lo que se acompafa de un dafio selectivo al
estriado. El grupo de Schwarcz demostrd, que tanto en el tejido cerebral de
pacientes con la EH en etapas tempranas, como en tejido estriatal de ratones
transgénicos que contienen el DNAc mutado para la htt, la 3-HK estd aumentada en
comparaciéon con los niveles de KYNA (Guidetti y cols., 2006). Estos
descubrimientos sugieren que la relacion 3-HK y KYNA puede ser un determinante
critico temprano en la EH, lo que permitié a varios grupos de investigacion disenar

farmacos que se dirijan a enzimas blanco de la VK, que sean capaces de reducir la




relacion 3-HK/KYNA en el cerebro como una terapia prometedora en etapas iniciales
de la enfermedad (Reddy y cols., 1999; Guidetti y cols., 2000).

Los niveles del KYNA se encuentran alterados en multiples enfermedades tanto
neurodegenerativas como neuroldgicas. En pacientes con EH los niveles de KYNA
estan disminuidos; sin embargo en la esquizofrenia, Alzheimer e infecciones virales
se presenta un aumento. El KYNA puede tener efectos terapéuticos importantes no
obstante que su uso como un agente neuroprotector esta limitado a causa de su

poca capacidad para atravesar la BHE (Schwarcz, 2004; Vamos y cols., 2009).

2.3.1 AUMENTO DE LOS NIVELES DE KYNA COMO ESTRATEGIA
TERAPEUTICA EN LA EH: USO DE PROBENECID

Entre las estrategias para aumentar los niveles de KYNA esta la administracion de
probenecid (PROB) (Miller y cols., 1992; Russi y cols., 1992), ya que este farmaco
inhibe el flujo de KYNA desde el cerebro via un acarreador sensible a PROB (Moroni
y cols., 1988). Esta descrito que este mecanismo de transporte para el KYNA es
extremadamente eficiente y funcionalmente importante para la depuracion del KYNA
desde el espacio extracelular del cerebro. En adicion, la administracion sistémica de
la KYN causa un gran y persistente incremento en los niveles cerebrales de KYNA
tanto en ratas (Swartz y cols., 1990) como en monos (Jauch y cols., 1993). Ademas,
es promisorio el uso de los inhibidores de la enzima; kinurenina 3-hidroxilasa, que
participan en la conversion de la KYN hacia QUIN, y de la enzima nicotinoilalanina
(NAL) (Moroni y cols., 1991; Miranda y cols., 1997), PNU156561A, UPF-648 y Ro
61-8048 (Connick y cols., 1992; Russi y cols., 1992; Chiarugi y cols., 1996, Speciale
y cols., 1996; Cozzi y cols., 1999). Segun estudios neuroanatémicos, la produccién
de KYNA en astrocitos esta en cercania a las sinapsis glutamatérgicas, por lo que
con la estrategia de incrementar los niveles de KYNA, se aseguraria que altos
niveles de éste pueden alcanzar la vecindad inmediata o estar en contacto con el
espacio sinaptico y desde ahi el KYNA estaria en una posicion excelente para

bloquear la funcion de los receptores a NMDA (Roberts y cols., 1995).




En funcion del bloqueo del NMDAr por el KYNA, existe una serie de compuestos con
actividad antagonista, algunos de los cuales llegan facilmente al cerebro, pero tienen
un efecto de corta duracién en el sistema nervioso central (SNC). Estos compuestos
son derivados de los acidos organicos, con un transporte activo fuera del SNC y de
la circulacién. El sistema acarreador responsable de este fendmeno es el
transportador de &cidos organicos localizado en el epitelio de ambos plexos
coroideos, rifidn y posiblemente en el epitelio de la barrera hematoencefalica
(Adkinson y cols., 1994; Deguchi y cols., 1995). Este acarreador transporta, de forma
no selectiva xenobioticos con estructura de acidos organicos con pH cercano al
fisiologico, desde el LCR al sistema sanguineo y hasta la orina. Por lo que se
propuso probar farmacos con propiedades inhibidoras de este sistema de

depuracion, como lo es el PROB.

Al observarse una clara relacion entre los niveles anormales de KYNA en
enfermedades neurodegenerativas y sicoéticas, las enzimas que participan en la
formacion del neuroprotector enddgeno, las enzimas KATS, se han vuelto candidatas
de estudio (Han y cols., 2010).

2.3.1.1 TRANSPORTADOR DE ANIONES ORGANICOS

El sistema de transporte de la barrera hematoencefalica (BHE) y de la barrera del
liguido cefaloraquideo (BCSFB) poseen una funcion importante, creando un sistema
selectivo de permeabilidad hacia el sistema nervioso central (SNC). Este sistema
participa en forma trascendental para la determinacion de la concentracion de
farmacos en el SNC. Se ha demostrado que los componentes acidos son removidos
del SNC por el sistema de transporte de aniones organicos (OAT) localizado en el
epitelio de los plexos coroideos y el endotelio capilar del cerebro (BBB), ademas de
reconocerse diferentes familias de proteinas transportadoras, como por ejemplo la
familia de proteinas asociada a la resistencia a multifarmacos (MRPs) y el
transportador de acido monocarboxilico. En modelos in vitro se observo que la
expresion de las proteinas transportadoras en las células endoteliales capilares

depende de las diferentes condiciones agregadas al cultivo, por lo que se cree que




el ambiente que rodea a las células endoteliales in vivo puede jugar un papel
importante en la expresién de las proteinas transportadoras. La BHE posee una
funcion fisioldgica dual en términos de homeostasis cerebral, la BHE expulsa los
farmacos de la circulacion y agentes toxicos del SNC y por otro lado abastece de
nutrientes esenciales, hormonas, farmacos y elimina metabolitos del cerebro (Suny

cols., 2001; Sugiyama y cols., 2003).

2.4 PROBENECID

El PROB, (acido-p-dipropil-sulfamilbenzéico), es un inhibidor competitivo de los
acarreadores de los acidos organicos, el cual fue desarrollado en la década de los
50 para prolongar el efecto de algunos antibioticos por inhibicion de la depuracion
renal, obteniéndose un aumento en el tiempo de duracién del efecto de estos
farmacos (Hesselink y cols., 1999). Enfocados en este mecanismo el PROB ha sido
empleado en la modificacion de la farmacocinética de algunos farmacos de corta
duracion como la 3’-azido-3'desoxitimidina o AZT (Dystra y cols., 1993; Wang y
Sawchuck, 1995), acido valproico (Golden y cols., 1993; Naora y cols., 1996) y para
antibidticos B-lactdmicos y quinolonas (Suzuki y cols., 1996). Algunos antagonistas
de NMDAr en el SNC, como lo es el KYNA, muestran una accion prolongada por co-
administracion de PROB (Taylor y Vartanian, 1992; Santamaria y cols., 1996;
Danysz y Parson, 1998). El grupo de Moroni en 1988, observo que la administracion
de KYNA favorece un aumento significativo del KYNA en ratas. Posteriormente, el
mismo grupo demostré que la co-administracion de KYN con PROB en ratas,
produce un aumento en la concentracion del KYNA cuatro veces mayor respecto al
control (Moroni y cols., 1988). Por otro lado, Santamaria y cols. (1996), basandose
en reportes de Miller y cols. (1992), administraron como pretratamiento, la
combinacién de PROB mas KYN a ratas lesionadas con QUIN, y encontraron que
dicha combinacibn muestra un efecto protector, evidenciado como mejoras
conductuales y aumento de las concentraciones del GABA. Estos trabajos sugieren
gue el PROB inhibe el transporte de los acidos organicos derivados de la VK,

blogueando el transportador del KYNA del fluido extracelular al sistema sanguineo,




resultando en un incremento en los niveles del KYNA en el cerebro (Vecsei y cols.,
1991; Santamaria y cols., 1996).

Existe una gran cantidad de evidencias acumuladas desde 1981, acerca de los
efectos convulsionantes y excitotoxicos del QUIN, excitotoxicos de la 3-HK y
anticonvulsionantes y neuroprotectores de KYNA. Por lo que se sugiere que tanto el
QUIN como la 3-HK juegan un papel patolégico importante en la muerte neuronal.
Se ha demostrado la participacion de los compuestos PROB y KYNA en la EH (Beal
y cols., 1990; Guidetti y cols., 2000), la demencia que se presenta en el sindrome de
la inmunodeficiencia adquirida (Sardar y cols., 1995; Heyes y cols., 1998), la
esquizofrenia (Schwarcz y cols., 2001), la encefalopatia hepética (Moroni y cols.,

1986), entre otros desérdenes cerebrales en humanos.

De acuerdo a estudios recientes la administracion de los tratamientos PROB, KYN y
la combinacién de ambos (P + K) en ratas con el modelo de la EH, se obtuvo una
reduccion del dafio neuroldgico evaluado mediante la presencia de conducta
rotatoria y una reduccion en la generacion de dafio oxidante y preservacion del tejido
estriatal (Martinez—Lazcano, 2009). Sin embargo no se determinaron los niveles de
los metabolitos principales de la VK, tampoco se demostré el efecto sobre la

expresion del RNAm de la enzima KAT II.




3 JUSTIFICACION
Existe el antecedente de la neuroproteccion inducida por la administracion sistémica

del probenecid, kinurenina o la combinacion de ambos en el modelo experimental de
la EH, el cual consisti6 en una disminucion del dafio neuroldgico evaluado y
oxidativo. Sin embargo a la fecha no se ha realizado la determinaron de los
principales metabolitos de la via de la kinurenina, ni con la deteccién tanto génica
como proteica de la KAT Il. Por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo
principal demostrar la modulacién de la KAT Il en la neuroproteccion inducida por la
administracion intraperitoneal de kinurenina, probenecid o la combinacién de ambos.
La modulacion de la KAT Il como terapia nos lleva a proponer un aumento de los
metabolitos KYN y KYNA para favorecer la neuroproteccion en el modelo

experimental de la EH.



4 HIPOTESIS

Se desconoce el efecto que causa la administracion sistémica de los tratamientos
kinurenina y probenecid sobre la expresion de la proteina KAT Il y del RNAm de la
KAT 1l, en la neuroproteccion observada en un modelo experimental de la
enfermedad de Huntington. Por lo que se propone que la administracion de L-KYN,
PROB o la combinacion de ambos modularan a la KAT Il para aumentar los niveles
de KYNA en rata.




5 OBJETIVOS

Evaluar posibles efectos neurofarmacoldgicos en rata, posterior a la administracion

de kinurenina, probenecid y la combinacion de ambos.

Analizar la expresion del RNAm de la enzima KAT II, en ratas administradas con

PROB, KYN y la combinaciéon de ambos (P + K) en un modelo de la EH.

Detectar el nivel de la proteina KAT II, posterior a la administracion de kinurenina,
probenecid y la combinacion de ambos en el modelo experimental de la enfermedad

de Huntington.

Determinar los niveles de los metabolitos KYNA y KYN en LCR, en ratas

administradas con PROB, KYN y la combinacion de ambos, en el modelo de la EH.




6 MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250 a 280 g de peso), las cuales se
mantuvieron dentro del bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”, en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 hrs, a
una temperatura y humedad relativa reguladas, y con libre acceso a comida (Rodent
Laboratory Chow) y agua. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico (un
maximo de 5 ratas/caja), que contenian una cama de aserrin previamente

esterilizado (Crigamex®).

Este trabajo cumple con los lineamientos establecidos en la norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999.

Los animales se dividieron en 5 grupos experimentales (n= 2 a 6) tal como se indica
en la figura 5. Los grupos 1 y 2 recibieron solucidén salina isotonica (SSI via i.p.)
antes de la lesion del nucleo estriado. El grupo 3 recibid KYN a una dosis de 200
mg/kg i.p. EI grupo 4 recibié probenecid a una dosis de 100 mg/kg, i.p. El grupo 5
recibio la combinacion de ambos tratamientos, por lo que se les administré KYN (200
mg/kg) y PROB (100 mg/kg), ambos por via i.p. 30 min después de los tratamientos
indicados se lesion6 el cuerpo estriado de las ratas de los grupos 2-5, por la
administracion de QUIN (1 pl, 240 nmol/ul). EI grupo 1 recibié en vez de QUIN, SSI
(1 ub). Dos horas o seis dias después de la lesion, el animal fue sacrificado para la

obtencion del cuerpo estriado.
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Figura 5. Disefio general de trabajo.

6.2 LESION DEL ESTRIADO CON QUIN

Treinta minutos después de la administracion de los tratamientos, las ratas se
anestesiaron de manera general con ANESTESAL® (pentobarbital sédico 40 mg/Kg,
i.p.) y se colocaron en un aparato estereotaxico para realizar la lesion intraestriatal
(I.LE.) administrando 1ul QUIN (240 nmol/ul) directamente en el cuerpo estriado
derecho, las coordenadas utilizadas fueron 0.5 mm anterior a Bregma, 2.7 mm
lateral a Bregma y 4.5 mm ventral a la duramadre; establecidas en trabajos
anteriores (Pérez-Severiano y cols., 1998). La administracion se realizé a través de
una microjeringa Hamilton de 10 pl adaptada a una bomba de perfusion a un flujo de

0.5 pl/min.

6.3 VALORACION DE LA COORDINACION MOTORA

Se evaluaron los posibles efectos adversos que pudieran presentar los animales al

ser sometidos a los diferentes tratamientos. Esta prueba se realizé en los grupos




experimentales 2 al 5, el grupo 1 se omitid debido a que no se realizo lesion IE. Para
determinar la coordinacion motora se cuantifico el tiempo de permanencia en el
rotarod (Ugo Basile, Comerio VA, lItalia) durante un maximo de diez minutos a una
velocidad inicial de 4 rpm, con incrementos constantes de 1 rpm cada 15 seg,
alcanzando una velocidad maxima de 40 rpm. Los animales se entrenaron dos dias
previos al dia de la administracion de los tratamientos, colocdndolos sobre los
cilindros durante 5 min. El tercer dia se evalué la actividad motora basal de todos los
grupos 3 hrs previas a la administracion de los tratamientos. Enseguida se
administraron los tratamientos y 3 hrs después se aplic6 nuevamente la prueba de
rotarod. Se obtuvo el promedio del tiempo de permanencia de cada rata, con lo que
se calcul6 la media y el error estandar para cada grupo.

6.4 DETERMINACION DE LOS NIVELES DEL KYNA Y LA KYN POR HPLC

Se midieron los niveles de los metabolitos KYNA y KYN en LCR en las ratas que
fueron sometidas a la prueba de rotarod. El LCR se extrajo de la cisterna magna
mediante puncién, para lo cual la rata se anestesié con ANESTESAL® (pentobarbital
sédico 40 mg/kg, i.p.) y posteriormente se coloc6 en el aparato estereotaxico para
localizar la cisterna magna por tacto. Se utilizé una canula P50 acoplada a una aguja
de 22 G de grosor y una jeringa. Las muestras que contuvieran sangre se
centrifugaron inmediatamente a 4 °C y 12,000 rpm durante 2 minutos, se
desecharon aquellas que no contenian apariencia transparente. Las muestras se

conservaron a -70 °C para su posterior analisis.

A las muestras de LCR se les agreg6 20 ul de metanol frio para precipitar cualquier
residuo de proteina y se centrifugaron a 4 °C y 14,000 rpm durante 4 min. Se
filtraron con un microfiltro de 0.22 um (Millex-GV, Millipore, MA, EUA) y se
depositaron en viales individuales para su analisis. La evaluacion se realiz6 por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Agilent 1100, Agilent
Technologies, CA, EUA) equipado con bomba cuaternaria, automuestreador y

detectores de fluorescencia y UV con arreglo de diodos utilizando el software




Chemstation version 5.0. Se inyectaron 50 ul de la muestra en el equipo manejando
una fase moévil de amortiguador de acetato de zinc 10 mM (89%), acetonitrilo (7%) y
metanol (4%) a una velocidad de flujo de 1.1 ml/min. La fase estacionaria consistio
en una columna de fase reversa de 4.6 x 150 mm y tamafo de particula 3.0 um
(Spherisorb ODS2, Waters, MA, EUA). La deteccion se realizé por fluorescencia a
una longitud de onda de 246 nm de excitacion y 400 nm de emision. Para lograr una
mejor deteccidon del metabolito, cada muestra se inyecté junto con 50 ul de un

estandar de KYNA a una concentracion conocida en LCR atrtificial.

El célculo de la concentracion de KYNA y KYN se realizé interpolando los valores de
cada muestra en la formula de regresion lineal de su respectiva curva de calibracion.
Al valor de la concentracion final se le rest6 el valor de la concentracion del estandar

afiadido para obtener asi la concentracion real de cada muestra.

6.5 DISECCION DEL TEJIDO ESTRIATAL

Se llevo a cabo la eutanasia de los animales experimentales dos horas y seis dias
después de realizar la lesion estereotaxica con QUIN o la inyeccion de SSI. Se
decapito al animal, se extrajo el encéfalo y se diseco el cuerpo estriado en un lapso
no mayor a 5 min. El tejido se deposité en un tubo eppendorf y se almacené a -70 °C

para ser procesado al dia siguiente.

6.6 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La determinacion de proteinas se llevo a cabo de acuerdo con la técnica descrita por
Lowry (1951). Se prepar6 una curva patron con el estandar de albumina bovina. Se
determiné la absorbancia de la curva patron y de las muestras problema a 550 nm
en un espectrofotometro UV/VIS (PERKIN ELMER). La concentracion de proteinas

en las muestras fue obtenida por interpolacion con los valores de la curva patron.




6.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

Se llevo a cabo la cuantificacion de la expresion génica de RNAm de la KAT Il por el
meétodo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en
tiempo real. Todos los materiales de vidrio que se utilizaron se encontraban estériles.
Los materiales de plastico que se usaron estaban nuevos, guantes de nitrilo libres de
polvo. El material de diseccion se encontraba libre de RNAasas tratadas con agua
con dietilpirocarbonato (DEPC 1 ml/l). Se utilizé6 un termociclador 7500 Real Time

PCR System de Applied Biosystems.

Con la finalidad de determinar el tiempo 6ptimo para la cuantificacion de la expresion
de RNAmM de la KAT Il en los grupos experimentales utilizados, previamente se
determind dicha expresion en animales administrados Unicamente con PROB (100
mg/kg, via i.p.) sin lesion alguna. Dichos animales fueron sacrificados por
decapitacion en tiempos diferentes (0, 0.5, 2, 6 y 12 hrs) y el tejido estriatal fue
obtenido. Con los resultados obtenidos en esta seccidn experimental, se decidié
determinar la expresion de RNAm de la KAT Il en los 6 grupos experimentales, los
cuales después de haber sido administrados con probenecid, kinurenina o ambos,
fueron lesionados intraestriatalmente con QUIN y sacrificados 2 hrs después para la

obtencion del tejido estriatal.

Se extrajo el RNA total de cada muestra siguiendo las instrucciones del fabricante. El
tejido se homogeneiz6 en 1 ml de Trizol y se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente, agregando enseguida 200 pl de cloroformo, se agitaron vigorosamente y
posteriormente se centrifugaron. Se obtuvo el RNA total en la fase acuosa, el cual se
transfirié a un tubo nuevo y se le agregé 500 ul de isopropanol por cada ml de Trizol
para precipitar el RNA y se centrifugaron durante 10 min a 12,000 xg a 4 °C. La
pastilla sedimentada se lavo con etanol al 75% y se centrifug6 durante 5 min a 7,500
X g a 4 °C. El sobrenadante se desecho y el pellet se sec6 a temperaura ambiente
durante 10-15 min. Posteriormente, el RNA total se resuspendié en 50 pl de H,O-
DEPC y se cuantificé por UV a 260 nm.




Como control endégeno se empled 18S el cual es un RNAmM de referencia que se
expresa en corteza cerebral de rata (Kubista y cols., 2006). Dicho control endégeno
es ampliamente utilizado para validar la estabilidad de la expresion del gen control,
en las condiciones de un experimento a realizar y de esta manera llevar a cabo la

normalizaciéon de los datos.

Se sintetizé DNA complementario (DNAc) a partir de 5 pg de RNA total empleando
hexameros al azar (2.5 uM) y transcriptasa reversa M-MLV (200 U). La reaccion se
incub6 durante 1 h a 37 °C. En tubos eppendorf nuevos se deposité 500 ul de H,O-
DEPC, se adiciond la mezcla de reaccion 7.5 pl (tabla 2) y se agreg6 la cantidad de
muestra establecida para cada tubo, todo se mantuvo en hielo y finalmente se
introdujeron al termociclador punto final durante 1 h a 37 °C para obtener el DNAc.

El analisis de la expresion del RNAmM de la KAT Il se realizO empleando ensayos
predisefiados para sonda TagMan®-FAM (Rn00567882_m1) y como control interno
el RNA ribosomal 18S (TagMan®VIC) (Applied Biosystems). El andlisis de los datos
se realizo utilizando el método comparativo ACT (Livak y Schmittgen, 2001).
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Figura 6. Disefio experimental de trabajo para PCR en tiempo real.

6.8 DETERMINACION DE KAT Il POR ELECTROFORESIS EN FASE SOLIDA
Las muestras se trataron previamente afadiendo una mezcla de inhibidores de

proteasas para su homogeneizacion. Se tomo el volumen correspondiente a 50 ul de
muestra y se agregaron 50 pl de buffer de lisis, los cuales se depositaron en tubos
ependorff. Las proteinas se desnaturalizaron en un bafio en ebullicion durante 3 min,
posteriormente se depositaron en hielo y se centrifugaron a -4 °C durante 10 min a
14,000 rpm, el sobrenadante se almacend a -70°C para su analisis posterior. Las
proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) que
contenian dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma Co, 10%). Cada muestra se colocé
en un pozo de gel SDS-PAGE. La electroforesis se corrié a 50 volts durante 10 min y
posteriormente a 150 volts durante 50 min. Terminado este tiempo se llevo a cabo la
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (PVDF
Millipore Immobilion-P) a 120 Amp durante 1 h con el sistema de electrotransferencia

semiseco (C.B.S SCientific CO, Mod. # EBU-4000). Las membranas se colocaron en




un recipiente para realizar el bloqueo de proteinas inespecificas y evitar la union de
los anticuerpos a la membrana por adsorcion, se agregaron 25 ml de una mezcla de
leche Svelty al 5% disuelta en PBS tween 0.05% y se incubaron durante 1 h en el
agitador. La inmunodeteccion de las proteinas en la membrana de nitrocelulosa se
realizo incubando las membranas con el anticuerpo primario contra KAT Il (M-300:
sc-67376; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), a una dilucion de 1:300, durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se retir6 la solucién y se llevaron a cabo varios
lavados con PBS tween y posteriormente se agrego el anticuerpo secundario HRP-
Goat Antirabbit IgG (H+L 81-6120) a una dilucion de 1:5000 incubando las
membranas durante 1h en el agitador, después se realizaron varios lavados con
PBS tween para llevar a cabo el revelado. Para la deteccion de proteinas se agrego

N™ (Life Science Products) sobre cada membrana, las cuales se

el reactivo NE
colocaron sobre una pelicula de Kodak (X-OMAT) con un casete de autoradiografia
(Fisher Scientific). Por ultimo se llevo a cabo el revelado de las placas para su

posterior andlisis por densitometria con el programa labworks 4.0.

7 ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre los promedios de los grupos tratados y sus controles se
determinaron por la prueba de ANOVA, seguido por una prueba post-hoc de Tukey.
Un valor de p<0.05 se considerd significativa, con excepcion del grupo con rotarod

donde se utilizO6 ANOVA para medidas repetidas.




8 RESULTADOS

8.1 EVALUACION DE LA COORDINACION SENSOMOTORA
Para evaluar los posibles efectos adversos de KYN (200 mg/kg), PROB (100 mg/kg)

y la combinacién de ambos se llevé a cabo la evaluacién de la coordinacion motriz
por medio de la prueba de rotarod. La evaluacion consistié en dos fases: la primera
fase se realizd 3 hrs antes y la segunda fase 3 hrs después de la administracion de
cada tratamiento. Los resultados muestran que la administracion sistémica de los
tratamientos PROB, KYN y la combinacion de ambos no ocasionaron neurotoxicidad
ya que no se observé diferencia estadisticamente significativa en los tiempos de

permanencia en rota rod entre los grupos (figura 7).
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Figura 7. Evaluacion de la actividad motora antes y después de la administracion de PROB, KYN y la
combinacion de ambos. Los datos estan expresados en segundos. Cada barra representa el valor
promedio + el error estdndar. n=6. SSl=solucién salina isoténica. KYN=kinurenina.
PROB=probenecid. K + P=kinurenina mas probenecid. ANOVA de 2 vias para medidas repetidas.

8.2 EXPRESION DEL RNAm DE KAT |l DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
PROBENECID

Derivado del interés por conocer el tiempo de maxima expresion del RNAm de KAT
Il por la administracion de PROB, se analizé en el tejido que se extrajo a diferentes
tiempos (0, 0.5, 2, 6 y 12 hrs) sin lesion con QUIN. La mayor expresion de RNAm de
KAT 1l se obtuvo en el grupo de ratas sacrificadas a las 2 hrs (figura 8), siendo

estadisticamente significativo con respecto a los grupos 0y 12 hrs.
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Figura 8. Expresion de KAT Il después de la administracion de probenecid. Cada barra representa la
expresion relativa de mRNA de KAT Il normalizado con respecto a 18S, las muestras se obtuvieron a
diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 y 12 hrs, con una n=6). ANOVA seguido por la prueba de post hoc de
Tukey. Literales diferentes representan diferencia significativa (p<0.05).

8.3 EXPRESION DEL RNAm DE KAT Il EN RATAS ADMINISTRADAS CON
KINURENINA, PROBENECID Y LA COMBINACION DE AMBOS EN RATAS
LESIONADAS CON QUIN

El andlisis de PCR en tiempo real se llevé a cabo para determinar los niveles de
expresion de RNAmM de KAT Il en animales administrados con KYN PROB vy la
combinacion de ambos, previo a la lesion con QUIN. La expresion relativa de RNAmM
de KAT Il se normalizé con respecto a 18S un gen constitutivo de corteza cerebral.
El mayor nivel de expresion de KAT Il se observo en el grupo PROB (figura 9), dicho
resultado es estadisticamente significativo con respecto al resto de los grupos. El
grupo CT presentd una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
grupo intacto. El grupo K + P presentd una diferencia significativa con respecto al
grupo 0, SSIy KYN.
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Figura 9. Expresion relativa de KAT Il normalizado con respecto a 18S, en grupos de animales
administrados con los tratamientos (con una n=6). El tejido se obtuvo 2 hrs después de la lesion.
ANOVA seguido por la prueba de post hoc de Tukey. CT=control. SSI=solucién salina isotonica.
KYN=kinurenina. PROB= probenecid. K + P=kinurenina mas probenecid. Literales diferentes
representan diferencia significativa (p<0.05).

8.4 DETECCION DEL NIVEL PROTEICO DE KAT Il POR WESTERN BLOT
En trabajos anteriores esta reportado que la administracion de los tratamientos

previa a la lesion de QUIN, protege del dafio oxidante y de la neurodegeneracion
causados por QUIN evaluados 2 hrs y 6 dias después de la lesion (Martinez
Lazcano y cols., 2009), por lo que se evaluo la expresion de la KAT Il por
electroforesis en fase solida en los diferentes grupos tratados a e€sos mismos

tiempos después de la lesion con QUIN (figura 10).

El analisis densitométrico de la KAT Il normalizado con respecto a $-actina, muestra
gue el grupo PROB aumento la expresion de KAT Il dos horas después de la lesion
del cuerpo estriado (figura 10A), siendo estadisticamente significativo con respecto a
los grupos CT, SSI y KYN. El grupo K + P, aunque muestra un incremento de la
expresion de KAT II, no es estadisticamente significativo con respecto al grupo CT.
En contraste, el grupo KYN no mostré un incremento de la expresion de la enzima
KAT II. Un resultado similar se observd al analizar la expresién de KAT Il 6 dias
después de la lesiébn con QUIN (figura 10B). La expresion de la enzima KAT Il es

mayor soélo en el grupo PROB en los dos tiempos evaluados (figuras 10C, 10D).
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Figura 10. Analisis de la expresion de KAT Il y B-actina por electroforesis. A) Expresion de KAT Il 2
horas después de la lesién con QUIN de los grupos CT, SSI, KYN, PROB y la combinacién (K + P). B)
Expresion de KAT Il 6 dias después de la lesién con QUIN de los grupos CT, SSI, KYN, PROB vy la
combinacion (K + P). C y D las graficas representan la densitometria 6ptica (DO) de la expresion
relativa de KAT Il normalizado con respecto a -actina, 2 horas (C) y 6 dias (D) después de la lesion.
Cada barra representa el promedio de 6 experimentos + el error estandar. ANOVA seguido por la
prueba de post hoc de Tukey. En tejido extraido 6 dias después de la lesién. Cada barra representa
el promedio de 6 experimentos + el error estandar de la media. CT=control. SSl=solucién salina
isotonica. KYN=kinurenina. PROB=probenecid. K + P=kinurenina mas probenecid. Literales diferentes
representan diferencia significativa (p<0.05).



8.5 DET[ERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDO KINURENICO EN
EL LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Se midieron los niveles de KYNA en LCR a las ratas empleadas para la prueba en el
rotarod, 3 hrs después de que se inyectaron con los tratamientos. La administracion
i.p. de la combinacion aumenté los niveles de KYNA en LCR, dicho resultado es
estadisticamente significativo con respecto a los grupos KYN, PROB y CT (figura
11). La administracion de kinurenina y probenecid solos no cambié la concentracion
basal de KYNA obtenida en el grupo CT. El grupo KYN mostré una tendencia a
aumentar los niveles de KYNA en LCR con respecto a los grupos CT y PROB, sin

embargo dicho resultado no es estadisticamente significativo.
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Figura 11. Concentracion del metabolito acido kinurénico en LCR determinado por HPLC. Cada barra
representa una n=2-6 experimentos = el error estandar. ANOVA seguido por la prueba de post hoc de
Tukey. CT=control. KYN=kinurenina. PROB=probenecid. K + P=kinurenina mas probenecid. Literales
diferentes representan diferencia significativa (p<0.05).

8.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE KINURENINA EN LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Se midieron los niveles en LCR de la cisterna magna en las ratas empleadas para la
prueba en el rotarod, 3 hrs después de que se administraran los tratamientos. La

administracion i.p. de la combinaciébn de los tratamientos incrementé la




concentracion de KYN en LCR de manera significativa (figura 12). El grupo PROB y
KYN presenté niveles de KYN en LCR similares al grupo CT.
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Figura 12. Concentracion del metabolito kinurenina cuantificado en LCR por HPLC. Cada barra
representa una n=2-6 experimentos + el error estandar. ANOVA seguido por la prueba de post hoc de
Tukey. CT=control. KYN=kinurenina. PROB=probenecid. K + P=kinurenina mas probenecid. Literales
diferentes representan significan diferencia significativa (p<0.05).




9 DISCUSION
La EH es una enfermedad neurodegenerativa con una fisiopatologia compleja.

Existen diferentes hipotesis que intentan explicar el dafio ocasionado en la EH,
como la de la excitotoxicidad causada por la sobreactivacion de los NMDAr y la
muerte subsecuente de neuronas espinosas medianas estriatales (Fan y Raymond,
2007), asi como la hipotesis kinurinérgica, la cual apoya que una alteracion en la

VK podria ser la responsable en el dafio neuronal (Schwarcz y cols. 2010).

El presente trabajo tuvo como objetivo demostrar los cambios en la expresion tanto
génica como proteica de la KAT Il, enzima responsable de la conversién de la
kinurenina hasta la formacion del antagonista al NMDAr, el acido kinurénico,
posterior a la administracion por via intraperitoneal de kinurenina, probenecid o la
combinacién de ambos en un modelos experimental de la EH, para lo cual se
realizaron diferentes pruebas tanto motoras, como la deteccion de RNAm y de la
expresion de la KAT II, asi como la deteccion por HPLC de los metabolitos KYN y

KYNA de la via de las kinureninas.

Los resultados obtenidos con la prueba de rotarod apoyaron la carencia de efectos
adversos de los distintos tratamientos administrados en los diferentes grupos
experimentales. Esta prueba fue determinante para poder continuar con el estudio
de la modulacion de la KAT Il inducida por la administracion de PROB, KYN o la

combinacioén de éstos.

Fue determinada la expresion del RNAm para KAT II. En primera instancia, se
realizé un curso temporal para saber el momento en que se incrementaban los
niveles del RNAm por la administracion de PROB. El tiempo en el que se obtuvo la
maxima expresion de RNAm de KAT II, fue a las 2 hrs después de la administracion
de PROB, lo que correlaciona con el tiempo de neuroproteccion observada ante el
dafio oxidante, es decir, dos horas después de la administracion de PROB
(Martinez-Lazcano y cols., 2009). Posterior a este hallazgo confirmatorio a




evidencias previas, se decidio realizar el analisis de la expresion del RNAmM de KAT

II, 2 hrs después de la lesion con QUIN en los diferentes grupos experimentales.

Las ratas tratadas con PROB mostraron un aumento significativo en los niveles de la
expresion de RNAmM de KAT II, confirmando la interaccion que puede tener el PROB
sobre la KAT Il, lo que muestra el beneficio de administrar esta sustancia mas alla de
su funcidon como blogueador del transportador de &cidos organicos. De manera
interesante, la administracion de la combinacion (K + P) no sdélo no incrementa la
expresion de RNAm sino que anula el incremento provocado por el PROB. Esto nos
hace especular que el efecto de PROB sobre la expresion de la enzima KAT I, debe
de ser mediado por la acumulacion de un metabolito, ya que al administrar el
sustrato de la enzima evita el incremento de su expresion. El grupo de Schwarcz y
cols. (1992) demostré por inmunoreactividad que la KAT Il se encuentra en
abundancia en los astrocitos. Ademas el mismo grupo observé que 7 dias después,
de una lesion IE con QUIN, la actividad de KAT Il estd aumentada y también los
niveles de KYNA. Los resultados obtenidos en este trabajo conjuntamente con los
antecedentes mencionados, llevan a proponer que PROB actiia como inhibidor del
transporte de acidos organicos directamente en los astrocitos, al menos en los
grupos de 6 dias (Schwarcz y cols., 1992). Otros estudios previos a nuestro trabajo,
demuestran la presencia de las diferentes KATs en los astrocitos de humano: KAT |
y KAT Il. Sin embargo la enzima KAT Il se encuentra 30 veces en mayor proporcion
gue KAT I, aunado a esto el mismo grupo demostré que en los astrocitos no se
localiza la enzima kinurenina hidroxilasa (KYN-OHasa), la cual da lugar la via
neurotoxica, lo que significa que no se produce 3-HK y que la formacion de QUIN se
reduce de manera importante, la cual es degradada inmediatamente en los
astrocitos. Esta demostracién explica porque en los astrocitos se forman en mayor
cantidad los metabolitos KYN y KYNA y porque al presentarse una astrogliosis a
consecuencia de la administracion de QUIN, no hay un dafio mayor, debido a que se

promueve la formacion de KYNA (Guillemin y cols., 2001).




La administracion de KYN junto con PROB tiene efecto neuroprotector contra las
lesiones inducidas con QUIN en estriado de rata (Kalonia y cols., 2011a,b),
estrategia terapéutica que se utiliza en modelo de la EH. Sin embargo, aunque esta
demostrado por varios grupos que el tratamiento de KYN mas PROB tiene efecto
sobre los niveles del KYNA, a la fecha no se conoce el posible efecto sobre la

enzima encargada de su sintesis, la KAT II.

Al respecto, los resultados obtenidos en este trabajo por electroforesis muestran que
2 horas posteriores a la lesion del cuerpo estriado con QUIN provoca un ligero
incremento de la expresion de la enzima KAT Il, que si bien no es significativo, si
puede evidenciar una respuesta compensadora del SNC, que para evitar un exceso
de estimulacion de los receptores NMDA por el QUIN se incremente la sintesis de
KYNA, el metabolito antagonista a los NMDAr. De manera interesante, se observa
un aumento en la expresion de la enzima KAT Il en los grupos tratados con PROB.
Si bien el objetivo de administrar PROB fue disminuir la eliminacion de KYNA del
SNC, estos datos apuntan a un efecto aditivo, ya que el PROB es capaz de
aumentar los niveles enzimaticos. El disefio de este experimento impide concluir
sobre el mecanismo por el cual se da esta interaccién, pero es probable que el
PROB provoque la acumulacion de algun metabolito que sea el causante de
incrementar la expresion de la enzima. Sin embargo, existe la probabilidad de que el

efecto del PROB sea por un mecanismo directo sobre las células neuronales.

Al analizar el nivel de expresién de KAT Il 6 dias después de la lesion del cuerpo
estriado con QUIN, observamos que no se presenta el incremento observado a las 2
horas posterior a la lesién en los grupos que no recibieron PROB. Esta diferencia
puede deberse a que la lesién ya caus6 la muerte neuronal, por lo que se tiene una
menor expresion de la enzima. Por otra parte, el grupo que fue tratado con PROB,
nuevamente tiene una mayor expresion de la enzima KAT II. Esto puede deberse,
ademas de la posible interaccion mencionado anteriormente, a que se tiene una
proteccion contra el dafio neuronal y por lo tanto, al no haber pérdida neuronal, es

mayor la expresion enzimatica.




El resultado de nuestro analisis por electroforesis en fase sélida indica que la banda
encontrada 47 kDa representa la expresion de KAT Il en los grupos tratados con
PROB, KYN y la combinacién de ambos (P + K) (Yu y cols., 1999; Han y cols.,
2008). Los resultados del presente estudio indican que probenecid es capaz de
atenuar la neurotoxicidad inducida por QUIN, como esta reportado en trabajos
anteriores donde se observé una reduccién en la conducta de giro, recuperacion en
los niveles de GABA vy disminucion del dafio oxidante 2 hrs después de la
administracion de los tratamientos y disminucién de la muerte neuronal en el cuerpo
estriado a los 6 dias de la lesidn con QUIN. (Santamaria y cols., 1996; Martinez-

Lazcano y cols., 2009).

A pesar de que el PROB, al ser un inhibidor del transporte de acidos organicos y por
lo tanto evite la salida de KYNA del cerebro, la combinacion de ambas sustancias no

incrementa la expresion enzimatica.

Después de la cuantificacion por HPLC de los metabolitos principales (KYN y KYNA)
en el tejido estriatal de los diferentes grupos tratados con KYN, PROB o la
combinacién de ambos; encontramos que la administracion de KYN tiende a
aumentar los niveles de KYNA, como era de esperarse, ya que se esta
administrando el precursor, mientras que la administracion de PROB no altera los
niveles de KYNA respecto al grupo control. Como se puede observar, el tratamiento
de la combinaciéon (K + P) es el que muestra el mayor aumento de los niveles de
KYNA. Estos resultados sugieren que el PROB impide la eliminacion de KYNA del
SNC, como esta postulado. Por otra parte, nuestros resultados muestran que la
administracion sistémica de KYN no incrementa los niveles de KYN cuantificados en
el LCR, lo que concuerda con la idea de que la KYN administrada es convertida
principalmente a KYNA. De manera interesante, la administracion conjunta de (K +

P) también incrementa los niveles de KYN en el LCR.




Nuestros resultados concuerdan con trabajos anteriores donde la administracion de
KYN aumenta los niveles de KYNA en hipocampo, corteza cerebral y cuerpo estriado
de mamiferos (Turski y cols., 1989), mientras que Miller y cols. en 1992
administraron la combinacion de KYN y PROB obteniendo un aumento en los niveles
de KYNA.

Se desconoce si los niveles de KYNA se ven afectados por la administracion de los
tratamientos con KYN, PROB y la combinacion de ambos. Esta demostrado que la
administracion via microdialisis o por via periférica del precursor KYN aumenta las
concentraciones de KYNA en LCR y en plasma, de manera dosis dependiente.
Cuando KYN se administro via periférica, el pico maximo de concentracion se obtuvo
en un rango de 2-2.5 hrs después de su administracion (Swartz y cols., 1990; Ogaya
y cols., 2010)

En nuestros resultados encontramos que la administracion de KYN tiende a
aumentar los niveles de KYNA, como era de esperarse, ya que se esta
administrando el precursor, mientras que la administracion de PROB no altera los
niveles de KYNA respecto al grupo control. Como se puede observar, el tratamiento
de la combinacion (K + P) es el que provoca el mayor aumento de los niveles de
KYNA. Estos resultados sugieren que el PROB impide la eliminacion de KYNA del
SNC, como esta postulado. Por otra parte, nuestros resultados muestran que la
administracion sistémica de KYN no incrementa los niveles de KYN cuantificados en
el LCR, lo que concuerda con la idea de que la KYN administrada principalmente es
convertida a KYNA. De manera interesante, la administracion conjunta de (K + P)

también incrementa los niveles de KYN en el LCR.




10 CONCLUSION
Los resultados del presente estudio indican que kinurenina y probenecid son capaces

de atenuar la neurotoxicidad inducida por QUIN 2 horas después de la administracion
de los tratamientos debido al incremento en la expresion de la enzima KAT I,
responsable de la sintesis de KYNA, lo que confirma que el efecto neuroprotector

ejercido por KYNA es principalmente debido a la accidon antagonica del NMDAr.




11 PERSPECTIVAS

Es necesario llevar a cabo la demostracion del mecanismo de modulacion de la KAT
Il in vitro, mediante el uso de astrocitos, empleando cada farmaco por separado, ya
gue tanto en el presente trabajo como en estudios previos se observa que tanto la
kinurenina como el probenecid solos o combinados ejercen un efecto neuroprotector,
lo puede sugerir que existen mecanismos diferentes ademas del bloqueo del &cido

kinurénico por al NMDArr.
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