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) RESUMEN

ha kinurenina (KYN) es el metabolito precursor del &cido
kinurénico (KYNA), un antagonista endégeno de los receptores
glutamatérgicos para N-metil-D-aspartato {(NMDA) . Por su parte, el
probenecid (PROB) bloquea la excrecién de KYNA desde el fluido
extracelular del sistema nervioso hacia la periferia. El1 KYNA
antagoniza la accién tdxica del écido:quinolinico (QUIN), un
agonista endégeno de los receptores para .NMDA. En este trabajo se
evalué el efecto de la administracién sistémica de PROB y KYN,
por separado o en combinacién, sobre la conducta de rotacién y la
disminucién estriatal de &cido Gama-aminobutirico (GABA) y de
otros aminodcidos neurocactivos como pardmetros de neurotoxicidad
del QUIN en el Sistema Nervioso Central. Tanto la conducta
rotacional como la disminucién de GABA inducidas por el QUIN
fueron parcialmente prevenidas por los tratamientos con' KYN (300
y 450 mg/kg) y PROB (200 y 300 mg/kg). Las dosis mas bajas de
estos farmacos administrados por sebarado no fueron efectivas
para proteger contra la neurotoxicidad del QUIN; sin embargo,
administradas en combinacién, las dosis de 150 o 300 mg/kg de KYN
+ 100 mg/kg de PROB protegieron significativamente ablos
animales. El contenido de otros aminodcidos neuroactivos, tales
como el glutamato y el aspartan, dismiduidos por la accién
téxica del QUIN, fueron pa;cial@énte récuperadbs por los
pretratamientos con KYN, PROB yﬁkYN.¥~§Rb§; Estos hallazgos
sugieren un papel determinan;e,dé la KYN ybdel PROB como
promotores del antagonismo sobre los receptores para NMDA mediado

por el KYNA.



) SUMMARY

Kynurenine (KYN) is the precursor metabolite of kynurenic
acid (KYNA), an endogenous antagonist of the NMDA (N-methyl-D-
aspartate) subtype of glutamatergic receptor. On the other hand,
probenecid (PROB) is able to block the excretion of KYNA from the
extracellular fluid of the nervous system. KYNA antagonizes the
toxic action of quinolinic acid (QUIN), an NMDA receptor
endogenous agonist. Therefore, in this work, we tested the effect
of systemic administration of PROB and KYN, either alone or in
combination, both on QUIN-induced circling behavior and gamma-
aminobutyric acid (GABA) and other neurcactive amino acids'
depletion. Circling behavior and GABA depletion were both
partially prevented by KYN (300 and 450 mg/kg) and PROB (200 and
300 mg/kg) treatments. Lower doses of these drugs administered
separately were non-protective. However, when administered in
combination, doses of KYN (150 or 300 mg/kg) + PROB (100 mg/kg)
significantly protected animals against QUIN neurotoxicity.
Levels of other neurocactive amino acids, such as glutamate and
aspartate, depleted by QUIN, were partially recovered by KYN,
PROB and KYN + PROB pretreatments. These findings suggest a role
of KYN and PROB as promoters of KYNA-mediated NMDA receptor

antagonism.



INTRODUCCION

La via metab6lica de la kinurenina

Fue en 1947 que la via de la kinurenina fue reconocida como
‘una ruta importante en la conversién de triptofano a nocotinamida
y sus nucledtidos. conjugados (Beadle et al, 1947). El interés en
la via de la kinurenina se centrd en su importancia como fuente
de nicotinamida y como una via alterada en casos de deficiencia
de piridoxina, siendo esta vitamina un cofactor esencial para
muchas enzimas en la via mencionada (Stone, 1993).

La via metabélica de la kinurenina ha sido descrita tanto en
higado y cerebro de humanos, como en primates no humahos,
roedores y otros mamiferos menores (Vender, 1.975; Wolfensberger
et al., 1984; Moroni et al., 1984a).

En tejidos periféricos, fundamentalmente en el higado, el
anillo indSlico del L-triptofano es oxidativamente abierto por 1la
enzima triptofano-2,3-dioxigenasa (TDO), algunas veces referida
como triptofano pirrolasa. La enzima, la cual es hemo-
dependiente, tiene una vida media de aproximadamente 2 horas en
los mamiferos y su actividad es rdpidamente modificada por la
disponibilidad de sustrato (Bender, 1989). La administracién de
triptofano o compuestos relacionados, tales como el alfa-metil
triptofano, induce fuertemente la actividad de la TDO por un
mecanismo aparentemente no dependiente délla sistesiéjpioﬁéiéauo
de RNA, a un nivel al cual gran parte del tripﬁsganqbb§;~férico

es metabolizado por ruptura de su est:uctpfa
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porcién estd disponible para su penetracién al sistema nervioso y
su subsecuente metabolismo hacia la serotonina o las kinureninas
(Sourkes, 1971). Lia consecuencia de dichos procesos es una
profunda disminucién de los derivados indol del triptofano en el
sistema nervioso.

La actividad de la TDO puede también ser inducida por
glucocorticoides en un.mecanismo que involucra la induccién de la
sintesis de RNAm y de proteinas (Salter and Pogson, 1985) .

Debido a que la TDO es activa sélo sobre el metabolismo del
L-triptofano, la administracién sistémica de este amino&cideo
resulta en la produccién de L-kinurenina por via de la L-formil-
kinurenina (Higuchi and Hayaishi, 1967). La enzima responsable de
esto es también hemo-dependiente: la indoleamina dioxigenasa
(IDO) . Esta enzima también depende de superéxido, y su actividad
es regulada por la presencia de sistemas generadores de radicales
libres, tales como el ascorbato, el azul de metileno o la
xantina/xantina oxidasa, pudiendo ser inhibida por la superéxido
dismutasa (Hirata and Hayaishi, 1971). La IDO es también activa
para metabolizar el L- y el L-5-hidroxitriptofano, la triptamina,
la SHT y la melatonina (Hirata and Hayaishi, 1971). Mientras gque
la TDO estd presente en el higado, la IDO estd ausente del mismo,

pero presenta una amplia distribucién en 1los tejidos

intestinales, la placenta Yy partlcularmente en el 'cerebro de los

mamiferos. Especlalmente e ro de’la rata, la enzima

muestra una gran’ act1v1dad3en el: 1pot&lamob(Gal and Sherman,

1980) .




Por su parte, 1la klnurenlnasa se presenta en grandes
concentrac1ones en el cerebro de 1a rata' y de humanos. Debido a

que la act1v1dad de la klnurenlna hldroxllasa es reduc1da en el

s:Lst:ema nerv:.oso central, surgen algunos cuestlonam:.ent:os acerca

de 1la habllldad del cerebro de metabollzar sus proplas

kinureninas a lo largo de esta via hasta el punto de la

formac16n de 3- hldroxlklnurenlna y de éc1do 3- hldroxlantranillco

Ahora se sabe que la klnurenlnasa es’tar én capaz de hldrollzar

la L- klnurenlna para formar éc1do ntranilico: (Bender and

McCreanor, 1982}, que a su vez pued

los &cidos 3- &6 5- hldrox1antran111co

1990), que a su vez puede entrar conff cil:

klnurénlco,

a expensas de la dismlnuc16n de 601do qulnolinlco

el

convulslones 1nduc1das por- electroshocks (Connlck et al v1992),

Yy constltuyendo asi una alternatlv mas el empleo de anélogos

de 1os mecabolltos de esta via con.” un 1mportante potenc1a1



terapdutico. T *fif‘° S f’“*""“

Por otra parte, la conver816n de la L= klnurenlna a

kinurenato ocurre por una transam1nac16n 1rrever51ble catallzada

por una enzima gue se encuentra’ en la 6n-m1tocondr1a1

astrocitica del cerebro de los mamiferos' la L-Kinurenina
aminotransferasa (Vezzani et al.,* 1991), suglrlendo que la via de
la kinurenina se lleva a cabo preferenéialmente en la glia, y no
en las neuronas, lo que ha permitido:postﬁlar que la secrecifén
del kinurenato ocurre desde las células gliales que est&n en
inmediata vecindad, hacia ciertos contactos sindpticos
especificos, en el espacio extracelular (Stone;‘l§93). Cabe
sefialar que ésta es una enzima altamente.ééiectivaqur su
sustrato (la L-kinurenina), en comparacién ¢on’su”baja’afinidad

por el triptofano, el glutamato y-el’aminbadipétq]ﬁ

los cuales

compiten pobremente por la enzlma (Tursk1 e

La conversién de 3- hldroxlantranll
estd regulada por la enzima hepéﬁ
oxigenasa (3-HAOQ), la cual'también
cerebro de mamiferos, en la fradéiél‘A
HAO  involucra la produccién

aminocarboximucénico, el chal’enti

e'eventos generadores ‘del

10



&cido quinolinico en el sistema nervioso central pafece ocurrir
cuando la 3-HAO es expuesta a bajas concentraciones de su
sustrato (Cook and Pogson, 1983). Un desbalance en la actividad
de esta enzima conduce a un incremento intracerebral de &dcido
quinolinico, resultando en procesos excitotdxicos tendientes a la
degeneracién neuronal (Stone, 1993). También se sabe que un
desbalance en las proporciones cerebrales entre el &cido
kinurénico y el quinolinico (KYNA:bUIN) tendiente a la
disminucién del primero, representa un factor potencialmente
pat6geno involucrado en miltiples neuropatias (Stone, 1993). La
habilidad de la 3-HAO para incrementar las concentraciones
cerebrales de QUIN confirma que esta enzima no parece ser la
enzima tipicamente limitante de la tasa metabélica de la via de
ia kinurenina.

La 4cido quinolinico fosforribosiltransferasa (QPRT) es la
iltima enzima en importancia de esta via y catéliza la
condensacién del QUIN y del fosforribosil-pirofosfato, asi como
la descarboxilacién del conjugado intermediario para formar &cido
nicotinico mononucle&tido. También presente en el higado y el
cerebro de mamiferos (Okuno and Schwarcz, 1985), la QPRT puede
ser inhibida por los andlogos del quinolinato (Kalikin and Calvo,
1988) . Existe, sin embargo, una falta de correspondencia entre
las células gliales que contienen a la enzima de sintesis del
QUIN, la 3-HAO, y las gue contienen a su enzima de degradacién,
la QPRT. Esto sugiere que el QUIN debe ser catabolizado en
aquellas células que no son responsables de su sintesis, y que,

consecuentemente, le permitan al QUIN ingresar al espacio

11



extracelular en su migracién entre ambas enzimas (Stone, 1993).
La localizacién de la QPRT en células gliales, fundamentalmente
en astrocitos, ha sido demostrada en el cerebro de diversas
egpecies de mamiferos (Du et al., 1591)

La farmacologia de las enzimas metabolizantes de las
kinureninas no ha sido estudiada a profundidad, pero se sabe que
muchas de éstas son afectadas por un gran nilimero de
antibibticos, anti-esquistosomales y psicotrépicos, asi como por

estrégenos (Mostafa et al., 1982; El-Sewedy, 1989).
El dcido quinolinico

El &cido quinolinico (&cido 2,3-piridin-dicarboxilico, QUIN)
es un metabolito endégeno del L-triptofano gque se forma en la via
de la kinurenina {(Vender, 1975), mostrando actividad como

agonista endégéno de los receptores glutamatérgicos para NMDA

N ,COOH

(Stone, 1993).

N7 COOH

Figura 2. Estructura quimica del &cido quinolinico.v

) El QUIN fue identificado por primera vez en tejido cérebral
de la rata y de humanos (Wolfensberger et al.;'iéeé),”y esta
distribuido preferencialmente en corteza cé£é$§ai, cuerpo
éstriédo} hipocampo, diencéfalo, cerebeio y tgllo'cerébral de

miltiples especies de mamiferos. Se sabe que su concentracién se

12



incrementa con la edad, de manera que en animales "éeniles", las
concentraciones cerebrales de dicﬁa toxina pueden ser muy
elevadas (Moroni et al., 1984b). Esta peculiaridad tiene gran
importancia pues indica que el QUIN podria estar vinculado a los
procesos de envejecimiento celular, constituyendo un factor
potencialmente activo en la degeneracién y muerte neuronal
programada, también conocida como apoptosis (Stone, 1993).

Por espectrometria de masas, seiha'demostrado gue el
contenido basal de este metabolito en el sistema nervioso de la
rata es de aproximadamente 12 pmol/mg de proteina o 2.1 nmol/g de
tejido (Lombardi, 1983). Estos datos representan a su vez, una
concentracidén cerebral total de aproximadamente 2 uM, con valoxres
especialmente altos en corteza cerebral (2.1 mnmol/kg) y valores
particularmente bajos en el‘cuerpo estriado (0.6 nmol/g). En
vista de la disparidad de la locaiizacién de las enzimas de
sintesis (3-HAO) y de degradacién (QPRT) del QUIN, se créé que su
posible pépel fisiblbgiéd pudieré estar relaciéﬁédd con su
actividad comd neurotransmisor o‘ﬁéﬁroﬁSduladofken éi'sistema
nervioso central (Stone, 1993) Su-éébaéidéd ééra‘éfuzar

efectivaménte la barrera’ hematoencefallca es muy reduc1da, por lo

se presume que su contenldo en e erebro se orlglna a partlr del

funcionamiento de la Viafde~la 1nuren1na especiflca del’51stema

enzimas de aeérédacfénidé‘é te metabolito (Stone, 1993)7 1o cual

13,



puede explicar la selectividad de los efectos t6xicos del QUIN

cobre esta regién cerebral.
Mecanismos de neurotoxicidad del &cido quinolinico

Los procesos téxicos por los cuales el &dcido.quinolinico
ejerce sus efectos en el sistema nervioso central, alterando
bioquimica y morfolégicamente su funcionamiento, seré&n discutidos

a continuacién:

La s8sobre-excitacién de los receptores para N-metil-D-
agpartato (NMDA). El primer modelo de toxicidad propuesto para
explicar los efectos nocivos del &cido quinolinico en el cerebro,
representa, de manera muy elemental,‘la accién de este agonista
tipo NMDA a nivel de las sinapsis glutamatérglcas (Schwarcz et
al., 1984) Sin embargo, las alterac1ones inducidas por 1la

administracién 1ntraestr1ata1 de esta neurotoxlna ‘a ratas y a

prlmates no humanos, ya ‘no ha-+ seguldo 51endo

ons1derada desde

este punto;de v1st' reducc1onlsta como'podré ‘observarse

; el,concepto de

én,_de

... puede

14



bien, activando receptores glutamatérgicos tipo NMDA directamente
sobre la estructura postsindptica, con la consecuente cascada de
eventos iénicos y metab6licos que dicha activacién implica, y que

seran tratados en detalle posteriormente.

Figura 3. Modelo de neurotoxicidad del &cido quinolinico
propuesto por Schwarcz R. et al. (1984): Excitotoxic models for
neurodegenerative disorders. Life Scil., 35: 19-32. El &Acido
quinolinico podria estar actuando sobre receptores postsindpticos
para NMDA o bien, sobre receptores presindpticos especificos.

Desde el punto de vista de este importante modelo
tradicional, parece claro que los neurotransmisores liberados
desde la estructura presiniptica por la activacién de receptores
presindpticos tipo ‘NMDA, podrian ser el glutamato, el aspartato,

u otro agente excitador desconocido (Schwarcz et al., 1984).

15



Adn hoy, algunas de las hipétesis postuladas por este modelo
tienen vigencia. Por ejemplo, se sabe que el resultado final de
la presencia prolongada de agentes excitadores en el espacio
sindptico es la excesiva activacién de las neuronas, las cuales
son, desde un punto de vista simplista, "excitadas hasta la
muerte". Los mecanismos idénicos de excitacién involucrados en
tales procesos apuntan a gue los canales permeables a sodio y
calcio asociados a los receptores glutamatérgicos tipo NMDA
juegan un papel determinante en la serie de eventos que
conducirdn a la muerte celular (Bruyn and Stoof, 1990).

Elevadas concentraciones de calcio intracelular estan
relacionadas con dafio neuronal y con procesgos . de degeneracidn
celular (Bondy, 1989), por lo que su participacién en el
mecanismo de toxicidad del QUIN es muy relevante y requiere ser
analizado por separado.

A partir de reportes mis recientes sobre el papel del QUIN
como agonista especifico de los receptores para NMDA y sus
efectos en el sistema nervioso central, asi como de la
arquitectura funcional y las propiedades de dichos receptores, el
modelo original de toxicidad del QUIN propuesto por Schwarcz et
al. (1984), se ha modificado sustancialmente.

Hoy se sabe que el QUIN es capaz de activar receptores pre y
postsindpticos tipo NMDA e inducir, por si mismo, o por su efecto
sobre la liberacién de glutamato desde la terminal presindptica,
la excesiva activacién de dichos receptores. Mds ailin, la
existencia de dos subpoblaciones bien’caracterizadas de

receptores para NMDA en el sistema nervioso central de .los
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mamiferos: NMDA-1 (predominantes en médula espinal y cerebelo,
activados preferencialmente por NMDA y no tanto por QUIN) y NMDA-
2 (mas densamente distribuidos en cuerpo estriado, hipocampo y
corteza cerebral, mis susceptibles a la activacifén por QUIN y no
tanto por NMDA); descarta temporalmente la existencia de
receptores especificos para el QUIN y su consecuente postulacién
como neurotransmisor endégeno (Stone, 1993), dando una nueva y
mids precisa perspectiva al modelo.

El papel del QUIN como agonista de los receptores a NMDA y
sus efectos tdéxicos en'el sistema nervioso central, representa
una herramienta experimental de gran valor para el estudio de las
alteraciones conductuales, morfolégicas y bioquimicas de las
enfermedades neurodegenerativas que involucran la activacién

prolongada de receptores para aminodcidos excitadores (EAA).

El papel del calcio intracelular em la excitotoxicidad
inducida por el Acido quinelinico. Los mecanismos de transduccién
regulados por los receptores para EAA involucran la apertura de
canales idnicos: los canales asociados a los receptores para
NMDA, AMPA y kainato son permeables para sodio y potasio, pero
s6lo los NMDA son permeables también a ca?t, (Stone, 1993).

Existen evidencias de que la accién de los EAAR en el sistema
nervioso guarda una relacibn mis estrecha con la actividad de la
fosfolipasa C, que con la adenllato 01clasa Tambiéh se tiene

evidencia de que la actlvac16 de c1erto'

receptores para EAA,

estimula  la via de segundos mensajeros de inositol

fosfato/d1ac1lgllcerol (Bruyn"nd Stoof 1990)




Dos explicaciones alternativas han sido propuestas para los
mecanismos téxicos vinculados con la sobre-excitacién de los
receptores para NMDA, mediados ambos por la permeabilidad a

diferentes iones:

a) La prolongada despolarizacién de las células nerviosas
inducida por EAA permite, por cambios_en la permeabilidad a
iones, el ingreso de cloruros al citosbi»gelular} modificando asi
el gradiente electroquimico. La Entrada de cloruros, a su vez,
resulta en el ingreso casi simultdneo de cationés mono y
divalentes (Nat y Ca2+), con la finalidad de mantener la
electroneutralidad, seguida por una entrada de moléculas de agua,
las cuales conducen eventualmente a una cit6lisis hiperténica

(Rothman and Olney, 1987).

b) El mecanismo implicado en la activacién de receptores a

NMDA més aceptado hasta ahora consiste en la entrada masiva de
2+

iones Ca y Na* al interior celular por la apertura de sus
canales asociados permeables a cationes. La concentracién normal
de calcio en el citosol es de aproximadamente 100 nM, wmientras
que en el espacio extracelular es.lo}odb veces mayor. El
incremento sostenido en la concentracién citosélica de calcio

tiene severas repercusiones en los procesos fisiolégicos:

activacién de proteasas, lipasas 'y ﬁo{fatasaé{:ééné?acién'de

ffbsfofiiéé éh'bkidativa
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Figura 4. Mecanismos propuestos por los cuales elevadas
concentraciones de calcio intracelular pueden inducir y exacerbar
varias formas de dafio neurotéxico. Tomado de Bondy C.S. (1989):
Intracellular calcium and neurotoxic events. Neurotoxicol.
Teratol., 11: 527-531.

El calcio es un segundo mensajero involucrado en una amplia
gama de procesos metabdlicos celulares. Muchas clases de protein-
cinasas (incluyendo las 3'5'-AMPc protein-cinasas) regulan su

actividad por calcio (Bondy, 1989).

Existen dos mecanismos basa.cos med:.ant:e lo _cuales la

concentrac:l.én 1nt:race1ular ‘ de calclo puede'
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(Bondy, 1989):

1) El calcio extracelular puede ingresar a la célula a
través de la membrana plasmidtica, por canales de calcio
especificos o por acarreadores del ién. Un gran nimero de canales
de calcio han sido caracterizados farmacolégicamente en el
Sistema Nervioso. La entrada de calcio puede ademds deberse a
dafic inespecifico en la membrana neurconal, dadoc que la integridad
de dicha membrana es vital para mantener los gradientes de calcio
extra e intracelulares. Bajo circunstancias normales, la
permeabilidad pasiva de la membrana al Ca?* es cuatro veces menor
en magnitud a la de Na* o K*.

2) Otra forma de incrementar los niveles intracelulares de
calcio es por su liberacién desde reservorios internos, tales
como la mitocondria o el reticulo’ endopldsmico (Bondy, 1989),
medlante mecanismos que involucran: la act1vac16n de receptores al

inositol trifosfato (IP3)..Menos del-1:

se encuentra en forma libre. Elfépi% :estante ‘se encuentra
almacenado en membranas subcelulare: .
proteinas (Bondy, 1989).

Elevadas concentraciones de calc;o 1ntracelu1ar han sido

correlacionadas con dafio neuronal presumlblemente 1nduc1do por el

rompimiento generallzado de la 1ntegr1dad ‘elular o 'por la

elulares (Bondy, 11989} .

disminucién de los procesos: energétlcos

El incremento en calc1o 1ntrace1 1’ ’n c do por excltotoxlnas,

como el QUIN, puede ser«acompanado d ventos téxlcos en el

sistema nervloso (por eJemplo, nvu151 nes),,sxn ser

necesariamente: esta la causa ‘de’la-muerte’ celular (Vezzani et




al., 1988). :

Muchas, rﬁtaéhﬁetabdlicés pueden ser exacerbadas por el
calcio 1ntrace1u1ar en altas concentraciones. La actlvac16n
excesiva de proteasas produce la degradacidn de protelnas, las
lipasas, por su parte, incrementarén las proporciones de lipidos
libres en respuesta a estrés oxidativo, édemés de alterar lbs
procesos de transporte axoplédsmico (Vezzani et al., 1988). Ei
calcid también puede potenciar el dafio oxidativo celular, y de
manera inversa, varios agentes pro-oxidantes parecen incrementar
los niveles de calcio citosdlico (Halliwell and Gutteridge,
1985) . Los blogueadores de canales de calcio, tales como el
magnesio, el cadmio, y el verépamil, puéden prevenir la toxicidad
de este i6én. En presencia de agentes neuro:éxicos y de
organometales, la-concentracién de calcio citosélico.aumenta
drésticamente, pero no'asi la de ATP, suglrlendo que el s;stema
productor de ATP puede estar deprlmldo (Komulalnen and Bondy,
1987) .

Algunos de estos eventos téxicos carécterizadés para el
calcio, han sido comprobados en presencia del QUIN en el sistema
nervioso (Bruyn and Stoff, 1990).

Finalmente, el calcio intracelular elevado es responsable de
la activaciénvde nucleasaslque conducen a la formacién de
productos de oxldac16n membranal de los grupos sulfhldrllo ( SH),
y también, al dano 1rrever51b1e al. DNA (Gutterldge and Halllwell

1990) .
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El1 4&cido quinolinico y ei estrés oxidativo. Un
descubrimiento de gran interés en el estudio de los mecanismos de
toxicidad del QUIN en el sistema nervioso central, hace
referencia a la potencia pro-oxidante de esta neurotoxina,
evaluada en estudios im vitro (Rios and Santamaria, 1991) e in
vivo (Santamaria and Rios, 1993). En ambos reportes, se examiné
la habilidad del QUIN para formar productos derivados del &cido
tiobarbitirico, asi como productos lipidicos fluorescentes, ambos
como indices del grado de peroxidacién de lipidos analizados

tanto en homogenados de cerebro completo de rata, como en tejido

estriatal.

La peroxidacién de lipidos“es; 1:@;6xico‘que

ocurre como resultado de la acc16» noc1v 1l0siradicales libres

(especies moleculares altamente’ react‘va

insaturados de la membrana, alterando 1

(Halliwell and Gutteridge, 1985).
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Figura 5. Iniciacién y propagacién de la peroxidacién de
lipidos. Tomado de Halliwell B. and Gutteridge J.M.C. (1985):
Free radicals in biclogy and medicine. Claredon Press, Oxford.

En el primer reporte, el gquinolinato, a concentraciones de
tan s6lo 20 a 80 uM, fue capaz de incrementar de manera
concentracién-dependiente, la lipoperoxidacién en comparacién con
valores control. Esta tendencia se observé también en los
estudjos in vivo, en los cuales ia peroxidacién de lipidos fue
incrementada de manera dosis- y tiembo-dependiente después de la
administracién intraestriatai éxia;3£atas, de dosis nanomolares
de QUIN (120 a 480 nmol/ul),‘misﬁag'que han sido empleadas en
otros estudios para reproduqir;ios'perfiles patolégicos del

modelo de corea de Huntington (Beal; et al., 1986). Debido a que




la peroxidacién lipidica esté:intimamente relacionéda con la
formacién de radicales libres y, en consecuencia, con dafio
celular, estas evidencias sugieren gue la toxicidad del &cido
quinoliinico puede estar mediadé, al menos parcialmente, por la
viavdel estrés oxidativo. MAs alin, las observaciones mé&s
interesantes derivadas de estos estudios, radican en la
prevencidn del efecto pro-oxidativo mediado por el QUIN en
érgsencia de antagonistas tipo NMDA (kinurenato, para los
experimentos in vitro, y MK-801, para los experimentos in wvivo),
sugiriendo la posibilidad de que dichas alteraciones sean
mediédas directamente por estos receptores. Otro aspecto
sobresaliente fue la evidencia mostrada acerca de los efectos
preventivos de la administracién de la L-kinurenina sobre la
lipoperoxidacién inducida por el QUIN in vitro, indicando que
este precursor metabdlico del &cido kinurénico (KYNA), pudo haber
actuado por un mecanismo de produccién de KYNA, incrementando asi
las concentraciones cerebrales de dicho antagonista, y modulando
el estrés redox inducido por la excesiva excitacién de los
receptores para NMDA. De gran interés, en los préximos afios, serd
la caracterizacidén detallada del papel que juega el QUIN como
activador de este proceso citotéxico, asf como el estudio del
efecto de otros antagonistas tipo NMDA méds selectivos sobre el

estrés redox basal y sobre el inducido por el QUIN.
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El dcido quinolinico como modelo experimental de la corea de

Huntington

La corea de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa
de origen hereditario que se caracteriza por la destruccién
neuronal selectiva, gradual e irreversible de grupos celulares
especificos (neuronas GABAérgicas y colinérgicas espinosas) del
cuerpo estriado, el hipocampo y la corteza cerebral. A nivel
molecular, se observa una disminucién en el contenido estriatal
de GABA y Ach, mientras que a nivel morfolégico e histolégico,
son evidentes la degeneracién somitica neuronal, la necrosis de
las dreas afectadas y la proliferacién glial (Shoulson, 1984) .

Dentro de 1las manlfestaclones mas meortantes de esta

enfermedad progre51va Y. mortal, destacan los mov1m1entos

coreiformes (tlpo danza) 1nvoluntarlos de las extremldades, las

gestlculac1ones 1a dlsfagla (1ncapac‘dad para

deglutlr) y la—dlsar cia (1ncapac1dad en la art1cu1ac16n de

mov1m1entos), ‘evolucionando hasta 1la 1nev1table muerte del

pac1ente,ien uh‘p que puedé tomar entre 5 y. 15 afios
(Shoulson, 1984) /

En la década pa ad‘ kBeai~é£ al., 1986), éé realizé uno de

los prlmeros estudlos endlentes a caracterizar 1os efectos del

QUIN sobre los perf11 s bloquimlcos de dano al s;stema nervioso

central en la'rata (por'anéllsls 1nmunohlstoqu£m1cos), en la

busqueda de un poslble ‘modelo experlmental de la corea de

Huntlngton En este estudlo comparatlvo,bse emple ron mult1ples

sustanc1as exc1tadoras, y sus efectos téxlcos, a~n1vel del.cuerpo

25



estriado de la rata, fueron evaluados (especificamente, las
alteraciones moxfolégicas neuronales, asi como los perfiles
biogquimicos de algunas sustancias neurcactivas). La
inmunorreactividad a  somatostatina, neuropéptido Y, sustancia P,
vasopresina, GABA y acetilcolina, fue evaluada después de la
administracién in vitro de &cido pt&lico, dcido nicotinico, NMDA,
&cido iboténico, kainato y QUIN (Beal et al., 1986). En relacidén
a los pardmetros estudiados, no se encontfaron cambios
significativos en los tratamientos con &cido pt&lico ni con &cido
nicotinico. Sin embafgo, el resto de los agentes empleados
redujeron significativamente la inmunorreagtividad a la sustancia
P, a la Ach y al GABA estriatal, tal como ocurre en la corea de
Huntington (Shoulson, 1984). A'diferenciaide ios otros agentes,
el QUIN no alterd la inmunorreactividad a la somatostatina ni al
neuropéptido Y, constituyendo, en comparacién con los otros
agentes excitadores, un patrén de toxicidad méds selectivo y
reproducible para esta enfermedad. La necrosis y la degeneracién
celular caracteristicas dé la corea dé Huntington también han
sido reproducidas con precisi6n por el QUIN.' A partir de estudios
como este, los efectos téxicos del QUI& héﬁ sidd caracterizados
con mayor profundidad, conduc1endo a la postulac16n de esta
neurotoxina como el mejor modelo para reproduc1r las

caracterisgticas bloqulmlcas, hlstopatoléglcas y conductuales de

esta enfermedad (Schwarcz et al 1984- Sanberg et al K 1989-

Bruyn and Stoof, 1990,vHantraye et al 1990, Block et al

1993) . Los efectos que 1evhan conferldo al QUIN esta

consideracidn son obtenldos cuando este metabollto del trlptofano '
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es ﬁdministrado in vivo en el cuerpo estriado de la rata y de
primates no humancos. Dichos efectoé gon: la disminucién estriatal
de GABA y Ach, asi como la disminucién de la actividad de sus
respectivas enzimas sintéticas, la GAD y la CAT, las
anormalidades en la locomocién de los animales lesionados con el
QUIN y la destruccién selectivé de neﬁronas GABAérgicas y
colinérgicas estriatales dando,  en conjynto, un patrén de gran
similitud al de las alteraciones observadas en la corea de

Huntington (Biuyn y Stoof, 1990).

TABLA XI. PERFILES NEUROQUIMICOS EN EL CUERPO ESTRIADO DE
PACIENTES CON LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (HD) ¥ DE RATAS
LESIONADAS CON KAINATO, IBOTENATO (KA/IBO) O QUINOLINATO (QUIN) .

Molécula Neuroactiva HD KA/IBO QUIN
GABA/GAD + + +
Acetilcolina/ChAT D) + +
Sustancia P + + ¥
Dopamina s.c. s.c. s.c.
Vagopresina s.c. s.c. s.c.
Somatostatina 4 ¥ s.c.
Neuropéptido Y L + 12

¢+ = Disminuye, ¢+ = Aumenta, s.c. = Sin Cambio
Basado en la recopilacién de Bruyn R.P.M. and Stoof J.C. (1990):
The quinolinic acid hypothesis in Huntington's chorea. J. Neurol.
Sci., 95: 29-38.

Mas recientemente, tanto el QUIN como la via metabélica de
la kinurenina, han sido implicados en la patogénesis de algunas
enfermedades neurodegenerxativas (Moroni et al., 1986; Schwarcz et

al., 1988; Stone and Connick, 1985), infecciosas' e inflamatorias

(Heyes et al., 1990; Heyes and Lackner, 1990; HéYe$ et-al.; 1992;
Ogawa et al., 1992), confiriéndoié é»e§£é~ngurotbxinafuhé

dimensién  inmunopatolégica. En’ tantO’ksﬁf“papél
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enfermedades es elucidado, los reportes concernientes a sus
patrones de toxicidad y a su empleo como modelo experimental de
la enfermedad de Huntington en ratas y primates no humanos aun
contindan (Schwarcz et al., 1983; Beal et al., 1986; Hantraye et

al., 1990; Ferrante et al., 1993).

La kinurenina y el &cido kinurénico: su papél en el antagonismo

competitivo de los receptores para NMDA

La kinurenina (KYN) es el primer metabolito formado a partir
del L-triptofano en la via metabSlica que recibe el mismo nombre.
A su vez, la KYN representa el precursor inmediato del &cido
kinurénico en la via que lleva su nombre. Por su parte, el &cido
kinurénico (KYNA) fue una de las primeras kinureninas reportadas
en diferentes 6rganos y tejidos de mamiferos (Ellinger, 1904). La
confirﬁacién de la presencia de &cido kinurénico en el cerebro de
la rata es relativamente reciente (Carld et al., 1988; Moroni et
al., 1988) y su contenido basal fue cercano a los 24 pmol/g. Por
regiones, tanto en el cuerpo estriado como en el hipbcampo, la
concentracién total reportada de KYNA fue de 15 pmol/g. Otraé
especies, el ratdén, el conejo y el hombre,'exhiben
concentraciones cerebrales de KYNA que van desde los 5 (en ratén)
hasta los 150 pmol/g (en humano} (Stone, 1993).

Como metabolito enddgeno del triptofano, el KYNA‘se forma‘en
la via de la kinurenina, siendo generaéo a partir. de la
traﬂsaminacién irreversible de la RYN (Vender, 1975). En
consecuencia, la progresiva elevacién de la concentracién de KYNA

en el sistema nervioso, debe adjudicarse a la actividad de 1la
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enzima kinurenina aminotransferasa (Gramsbergen et al., 1992) . - -

]
C = CH,_CHCOOH OH

NH

2 COOH

KINURENINA ACIDO KINURENICO

Figura 6. Estructura quimica de la kinurenina y del &cido
kinurénico.

La importancia biolégica de los procesos metabélicos que
involucran la formacién de KYN a partir del triptofano, y la
_consecuente generacién de KYNA a partir de KYN, debe relacionarse
directamente con la potencia antagénica del KYNA sobre los
receptores para NMDA (Steone, 1993), El KYNA es capaz de bloguear
la funcidn de los receptoresvpara NMDA mediante un proceso- de
antagonismo competitivo que involucra la ocupacién del sitio
alostérico de la glicina en dicho receptor (Russi et al., 1989;
Russi et al, 1992). Este proceso ha resultado,efectivo en la
prevenclén de la neurotox1c1dad 1nduc1da por el éc1do

en el s:.stema nerv:.oso

qu1nolin1co, tanto in vitro omouin viyg,_

et al.,
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Adicionalmente, se ha demostrado que la administracién-
sistémica de L-kinurenina a animales de experimentacién,
representa una herramienta farmacolégica adecuada para
incrementar el contenido plasm&tico y cerebral de KYNA, en una
concentracién final hasta 40 veces mayor que la bagal (Vécsei et
al., 1992a; Vécsei et al, 1992b). Estos cambios resultan
directamente en .el incremento en las concentraciones micromolares
de KYNA en los espacios extracelulares, que son suficientemente
grandes para ocupar el sitio de la glicina en el receptor NMDA,
para el cual la CEgy del KYNA es de aproximadamente 15 uM (Danysz
et al., 1989).

Por este medio, las elevadas concentraciones de KYNA en el
cerebro se han empleado para prevenir las convulsiones inducidas
tanto por pentilentetrazol como por NMDLA (2 potentes agentes
convulsivantes) en ratones (Vécsei et al., 1992b).

En la bGsqueda de_alternativas potencialmente terapéuticas
contra las alteraciones producidas por EAA en el Sistema Nervioso
Central (SNC), un aspecto a considerar para el empleo de la
estrategia antes mencionada tiene que ver con la limitada
habilidad del KYNA para atravesar la barrera hemato-encefdlica
(BHE), y llegar asi al sistema nervioso central (Swartz et al.,
1990; Fukui et al., 1991). Pdr su parte, la kinurenina (KYN)
puede cruzar efectivamente la BHE, incrementando, de manera
dosis-dependiente, las concentraciones cerebrales de KYNA (Miller
et al., 1992). Se ha demostrado recientemente dque la
administracién intracerebroventricular de KYNA, pero no de K¥YN,

resulta en ataxia y conducta estereotipada en la rata (Vécsei and
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Beal, 1990), apoyando, ailn mids, la estrategia que gnvolucra la
manipulacién farmacolégica de la via de la kinurenina, orientada
a incrementar los niveles cerebrales de KYNA por la induccién de
su sintesis, y no por su administracién directa.

Los estudios sobre las cualidades antagénicas del KYNA, su
efecto protector sobre las alteraciones inducidas por EAA en el
SNC y el papel de la via de la kinurenina en estos eventos ailin

"continuan, y tienen como finalidad prfncipal caracterizar la
estructura y la funcién de los receptoreé para EAA. Los hallazgos
que de estos estudios se desprendan en el futuro, tendrdn gran
relevancia en la planeacién y el desarrollo de alternativas
terapéuticas que involucren la sobre-exéitacién de los receptores

para NMDA (Stone, 1993).

El probenecid y el blogueo del transporte activo de &cidos.

orgénicos

Los agentes uricosiiricos actlan directamente sobre el
tibulo renal para incrementar la tasa de excrecidén del &cido
drico. Aun cuando muchos agentes comparten esta propiedad,
realmente pocos (fundamentalmente el probenecid y 1la
sulfinpirazona) son usados clinicamente como agentes
uricosiricos. En el uso clinico de los fé&rmacos uricosiricos,

debe considerarse su capacidad de alterar.la unién plésm&cica, la

endégenos y

de sus derivados (Weiner; 1990)

El probenecid : fue: descubierto esultadciide .una

fcumplir‘ n-objetivo eSpé¢ifido; 1a

v

estrategia bien planeada para




fuente, relativamente corta, de sumministro de la penicilina y su
rdpida excrecidn renal fueron de poco significado préctico en sus
inicios, por lo que habia que optimizar su permanencia sistémica.
Por esta razdén, Beyer Y asociados emprendieron un estudio
dirigido a encontrar un &dcido orgénico que pudiera deprimir la
secrecién tubular de la penicilina, modificando su tasa de
filtracién glomerular, la extensién de su unién a proteinas
plasmiticas, su tasa de flujo urinario o la actividad de sus
mecanismos de transporte tubular (todos ellos précesos
fisiol6gicos de la excrecidén de compuestos orgdnicos). El prime:
compuesto evaluado clinicamente para estos propésitos'fue la
carinamida, la cual requeria ser administrada frecuentemente para
tener efecto. Este problema fue solucionado afios después con el

descubrimiento del probenecid (Beyer et al., 1951).

El probenecid (PROB) es un derivado del &acido benzdico
altamente soluble en lipidos (pK, 3.4). Miltiples congéne;es del
PROB han sido estudiados. El inc#émento del tamaﬁo de 1la
sustitucién del N-algquilo resulta en compuestos mas ef1c1entes
La actividad 6ptima aparece en el PROB el derivado N dlpropll.
En 1966, Gutman reportd la relaclén estructura act1v1dad en los

congéneres del PROB y en otras drogas urlcosurlcas
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Figura 7. Estructura quimica del Probenecid.

Las acclones farmacolégicas del PROB permanecen confinadas a
la 1nh1b1c16n del transporte de dcidos orgénicos a través de las
barreras,ep;tellales.»Esta accién es mds importante en-el tibulo
renal, en el cual se inhibe la secrecién tubular de miiltiples
farmaéos y de sus metabolitos (Weiner et al., 1964; Diamond,
1978). La accién renal del PROB feduce las concentraciones de
ciertos compuestos en la oring y en el plasma, en lo que se
considera un efecto tg;apéué%éq,muy deseable para el caso de la

penicilina y antibiéticos felécionados que tienen una accién

sistémlca benéflca, pero"const1tuye un efecto indeseable con

agentes tales como‘l ;;qurant01na, cuando se emplea como

antlséptlco_urlnarlo Cuando- la secrecién tubular de una

sustanc1a 5. >”4v ntracién final en la orina estd

varia ampliamente. con cad_wgompuesto empleado.
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El dcido Grico es uno de los compuestos endégenos més
importantes de los cuales se sabe que su excrecién puede ser
incrementada por el PROB, mediante la inhibicién de su
reabsorcién. La accién uricoslrica del PROB es mitigada por la
administracién de salicilatos (Weiner, 1990).

El uso del PROB (a una dosis total diaria de 2 mg para
adultos) y de la sulfinpirazona (1 mg diario) para 1la
mobilizacidén de &cido Grico en la gota crémnica, estd bien
establecido. En aproximadamente dos tercios de los pacientes,
estos’ agentes causan la excrecién del &cido dGrico a una tasa
suficientemente grande para exceder su tasa de formacién y
ripidamente disminuir su concentrécién plasmatica. La
administracién intravenosa de dosis elevadas de estos fArmacos a
pacieﬁtes con gota puede causar un incremento 5 a 7 veces mayor
en la eliminacifén renal de uratos, pero su administracién oral
continua duplica su excrecidén diaria. En pacientes con gota
artritica, hay un alto grado de recuperacién con el PROB en
cuanto al dolor a los movimientos articulados (Weiner, 1990).

El PROB también inhibe la secrecién tubular de un gran
namero de férmacos, tales comolla indometacina, el metotrexato,
la difilina y el metabolito activo del clofibrato; sin embargo,
no hay indicaciones clinicas para lay co admlnlstraclén de
probenecid en muchas instancias. ‘En’ el caso: de un gran nimero de

dcidos orgénicos endbgenos y exégenos cuyas tasas de excrecidn

estdn determinadas por propdsitos dlagnéstlcos, ‘se pueden obtener

valores engafiosos 8i el pac1ente esté rec1b1endo PROB.
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En liquido cefalorraquideo, el PROB es capaz de inhibir el
transporte del &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y de otros
metabolitos acidicos de las monoaminas cerebrales desde el
espacio subaracnoideo hacia el plasma. Este, en particular, ha
sido tema de interés para algunos psicofarmacolégos (van der Poel
et al., 1977). El transporte de farmacos tales como la penicilina
G, puede también ser afectado por el PROB (Spector and Lorenzo,
1974) . -

Dado que el PROB y algunos de sus.metabolitos pueden ser
secretados dentro de la bilis, no es del todo sorprendente qué
este fArmaco disminuya la secrecién biliar de otros compuestos,
incluyendo los agentes diagnésticos verde de indocianina y
sulfobromoftaleina (BSP). La inhibicién de la secrecién biliar,
ademés, tiene implicaciones en el uso de rifampina para el
tratamiento de la tuberculosis. Concentraciones altas de este
antibidético son alcanzadas en plasma por la co-administracidén de
PROB (Guarino and.Schanker, 1968; Kenwright and Levi, 1973).

En 1989, McDonoﬁgh y Button reportaron el blogueo mediado
por el PROB sobre el transéorte del Fura-2 {(un colorante
fluorescente frecuentemente empleado en las mediciones in vitro
del calcio citopldsmico) desde el citoplasma hacia el medio
extracelular, incrementandc asi sustancialmente su eficacia en la
reaccién con el ca?* intracelular. . )

Mds recientemente, Freitas y:BridQesg(1992) reportaron el
empleo del PROB en un estudio:enéaminéddia évaluar el acceso de
hormonas, como la prolactiné (PRLf;;alfiiquido cefalorragquideo

(LCR) de la rata. En este caso,‘el_PROB-produjo una interferencia
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en el transporte de la PRL desde la sangre hacia el LCR, poniendo
en evidencia la migracién de la PRL desde la pituitaria hacia el
LCR.

El PROB también es capaz de alterar la farmacocinética de ia
didesoxi-inosina, un didesoxinucleésido que inhibe la funcién de
la transcriptasa inversa y que representa una alternativa
terapéutica potencial en el tratamiento de los sintomas y las
alteraciones metab6licas observadas en el complejo SIDA-
encefalitis. E1 PROB produjo un incremento en las
concentraciones de este inhibidor de la transcriptasa, tanto en
el LCR como en cerebro de la rata (Galinsky et al., 1991).

De gran importancia fue el hallazgo de que la administracién
sistémica del PROB puede potenciar la accién anticonvulsivante
del NBQX (un antagonista de los receptores glutamatérgicos
subtipo AMPA) en ratones con crisis convulsivas inducidas por
electroshocks, mediante un mecanismo de blogueo del NBQX desde el
sistema nervioso hacia la periferia (Taylor and Vartanian, 1992).

Sin embargo, la evidencias mds importantes de los efectos
producidos por el PROB en el sistema nervioso central, en
términos de la justificacién del presente trabajo, radican en su
capacidad reportada de inducir incrementos dosis-dependientes en
las concentraciones de KYNA, tanto en LCR y cerebro (Vécsei et
al., 19§2a), como en dialisados de cuerpo estriado de la rata
(Miller et al., 1992), al ser este férmaco.administrado
sistémicamente sélo en dqsis creéieh€éé"ogg.dosis‘fijas en

combinacién con dosis crecientes’de’KYN, .por un mecanismo de

accién que involucra el blogueo del: transporte del KYNA desde el




sistema nervioso hacia la periferia y su consecuenté permanencia
en el cerebro. Las concentraciones de KYNA alcanzadas en el
sistema nervioso por este medio, son suficientemente altas para
inhibir las convulsiones inducidas tanto por pentilentetrazol,

como por NMDLA en ratones (Vécsei et al., 1992b).

Por otra parte, el PROB es completamente absorbido después
de su ‘administracién oral. Las concentraciones pico de este
fdrmaco en plasma se alcanzan en un periodo de 2 a 4 horas. La
vida media de este farmaco en plasma es dosis-dependiente y varia
desde menos de 5 horas a mds de 8, sobre el rango terapéutico.
Entre el 85 y el 95 % del PROB se une a la alblimina plasmética.
La pequefia porcién no unida incrementa su acceso al filtrado
glomerular; una porcién mucho mas grande es secretada activamente
por el tibulo proximal. La gran solubilidad en lipidos de su
forma no-disociada resulta en su absorcidén virtualmente.completa
por difusidén inversa, a menos que la orina sea élcalina. Una
pequefia concentracién de PROB glucurdnido aparece en la orina;
también puede ser hidroxilado a metabolitos que re;ienen su
funcidén carboxilo y tienen actividades uricosiiricas (Israeli et
al., 1972). Los pardmetros farmacocinéticés del PROB en humanos

son resumidos a continuacién:
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TABLA II. DATOS DE LA FARMACOCINETICA DEL PROBENECID EN HUMANOS *

100
Excrecién e
(% 1.2 3 0.2
Unién en plasma No lineal, % no-unido = 26-C/(1404C),
(%) donde C es la [totall en u/ml
Elimingcién Vo= 23 % 5 pgekg-lomin 1l (libre)
(ml-min i-kg"l) Em = 3.0 # 0.6 pug-m1l™" (libre)
Volumen de distribucién 0.17 + 0.0;
(litros/kg) : para la [total] del farmaco
Vida media Dosis-dependiente (a 200 ug/ml (pico de
(horas) [1 de 2 g de dosis oral, t1/2 = 11.8 h.

Concentraciones efectivas y concentraciones téxicas aun sin
determinar

* Valores recopilados de The pharmacological basis of
therapeutics (Weiner, 1990).

Existe sin embargo, una consideracidén sobre el empleo del
PROB: algunos fédrmacos de accién renal han sido asociados con el
desarrollo de enfermedades glomerulares. E1 PROB, administrado
crénicamente a dosis elevadas podria estar vinculado a la
manifestacién de sindrome nefrético y a una gran variedad de
lesiones glomerulares, desde cambios patoldégicos minimos hasta
una glomerulonefritis membranosa aguda (Weiner, 1990). Sin
embargo, no ha sido fécil aﬁn establecer una relacién entre una

causa directa y un efecto para el caso del PROB.
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La dizocilpina como antagonista no competitivo de los

receptores para NMDA

Se sabe que el bloqueo de los receptores para NMDA mediante
el empleo de antagonistas puede prevenir el dafio por isquemia en
el cerebro, asi como los movimientos epileptiformes en algunos
modelos de neuropatias humanas (Schwarcz aﬁdIMeldrum, 1985; Kemp
et al., 1987). A raiz de la evidencia referente a la habilidad de
los antagonistas no competitivos para NMDA (como son la ketamina,
la fenciclidina (PCP) y la dizocilpina o MK-801) de prevenir las
alteraciones morfoldgicas y conductuales producidas por el &cido
kainico en el cerebro de la rata (Clifford et al., ;990), una
buena parte de las estrategias preventivas probadas contra la
neurot&xicidad del QUIN se han orientado hacia el empleo de
dichos agentes.

El mejor de estos farmacos probados hasta ahora es el MK-
801, un antagonista no competitivo, selectivo de los receptores
para NMDA, efectivo, en roedores, contra las convulsiones
inducidas por electroshock, por bicuculina y por sonido, y con
propiedades neuroprotectoras contra la isquemia cerebral y la
muerte neuronal inducidas por excitotoxinas (Vezzani et al.,
1989). E1 MK-801 también es capaz de prevenir completamente las
alteraciones bioguimicas, morfolégicas y conductuales inducidas
in vivo por el QUIN (Susel et al., 1989; Giordano et al., 1990;
Santamaria and Rios, 1993) y su mecanismo dé accién sobre lq;
receptores para NMDA radica en el blogueo mecdnico seleétiv§‘dg1
canal asociado al receptor, el cual es permeable a sodioby

calcio.
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Figura 8. Mecanismo de blogueo del receptor para NMDA por la dizocil~
pina (MK-801). Tomado del Research Biochemicals International (RBI) 1995 Cata
log/Handbook.



con ;especto é{lf ; ac;er;za6i6n~dévalgun03 de los_

pardmetros farmacociné

et al., '1989),°

concentra016n plasmétlca “después-de su adm1n15trac16n i.p. se
“alcanzan entre los 10 Yy los 30 m1nutos. La declinacién de su
concentracién plésm&tica‘és apéfentemente bifdsica con un T;,, de
eliminacién terminal de 1.9 horas. Suébniendo su completa
ébsorcién desde el sitio de inyeccién hacia la circulacién
sistémica, el volumen de distribucifn de su estado estacionario
es de 23.1 litros/kg y su eliminacién aparentemente total es de
162.9 ml/kg/min. Finalmente, el Ty/p de eliminacién en el cerebro
fue de 2.05 horas y su concentracifn cerebral excedié la
plasmética en aproximadamente 10 a 15 veces m&s, explicando asi

su eficacia selectiva en el sistema nervioso central.

CH3

: Flgura 9. Estructura quimica del MK-801

‘s de unlén (blndlng), se ha’ observado que la
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Sin embargo, a pesar de su probada potencia antagénica y
preventiva sobre los efectos del QUIN (Beal et al., 1988); el
tratamiento crénico de animales de expeiimentacién con este
fdrmaco produce una incremento considerable en la pérdida de
receptores dopaminérgicos: estriatales tipo D1 inicialmente
inducida por el QUIN (Norman et al., 1990a), presumiblemente
debido a una sobre-regulaci6én del receptor a NMDA mediada por el
MK-801, convirtiéndole en un receptor hipersensible a la accién
de los agonistas, exhibiendo asi un efecto: téxico secundario. Por
ello, la posibilidad de considerar a.este agente como una

alternativa terapéuticafen~el=”féféﬁiéﬁto}de neuropatias

asociadas a los receptoresfpara NMbA’hawsidosdescartada

Adicionalmente, se: han reportado efectos an51olit1cos Y.
51mpatom1mét1cos 1ndu01dos por este f&rmaco en roedores (Vezzan1

et al., 1989)

’ Planteamiento integrativoy

”H/LéVaCCivaéién de los receptores para aminoécidés ekcitédores

en el cerebro de los mamiferos ha sido: postulada como un

mecanlsmo c1tot6x1co 1nvolucrado"
neurodegeneratlvos (Coyle and Puttfarcken’*
endégeno del,L—trlptofano formado en.;a.vi
deido-quinolfnico (icido 2,3-piridin dicar

agonista. de-los receptores glﬁ;amatérg

‘aspartato (NMDA) que ademés ‘actfia como:un

1984; 1993).

(Schwarez et al., Stone,
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téxicos, tales como la disminucién en el contenido cerebral de
dcido. Gama-aminobutirico (GABA), el incremento en las
concentraciones citosélicas de Ca2*, ‘la disminucién de ATP, el

incremento en el estrés oxidativo neuronal y finalmente, la

muerte celular (Foster et al., 1983; Schwarcz et al., 1984;
During et al., 1989; Rios and Santamaria;A1991; Santamaria and
Rios, 1993).

Se ha propuesto recientemente que téntd el QUIN como la via
metabdlica de la kinurenina estén implicédos en la patogénesis de
algunas enfermedades neurodegenerativas (Moroni et al., 1986;
Schwarcz et al., 1988; Stone and Connick, 1985), infecciosas e
inflamatorias (Heyes et al., 1990; Heyes and Lackner, 1990; Heyes
et al., 1992; Ogawa et al., 1992). El QUIN es ademis éomﬁnmente
empleado como un modelo para reproducir las caracteristicas
neuroquimicas, histopatolégicas y conductuales de la enfermedad
de Huntington cuando es administrado intraestriatalmente a ratas
y a primates no humanos (Schwarcz et al., 1983; Beal et al.,
1986; Hantraye et al., 1990; Perrante et al., 1993).

Existen miltiples evidencias en la literatura que demuestran
que un incremento en la concentracién del metabolito endégeno
relacionado con el QUIN, el &cido kinurénico (KYNA), en los
espacios extracelulares, puede reducir-sustancialmente la funcién
del receptor para NMDA (Russi et al., 1989} Russi et al., 1992;
Carpenedo et al., 1994). M&s aln, la neurotoxicidad inducida por
el QUIN, tanto in vivo como in vitro, puede ser bloqueada por el
KYNA, el cual actda como antagonista sobre los receptores para

NMDA, uniéndose al sitio de la glicina (Foster et al., - 1984;
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Lekieffre et al., 1990). Sin embargo, parece ser que el KYNA
tiene una habilidad limitada para atravesar la barrera hemato-
encefdlica (BHE) desde la periferia hacia el sistema nervioso
central (Swartz et al., 1990; Fukui et al., 1991), mientras que
su precursor inmediato, la kinurenina (KYN), cruza efectivamente
la BHE, produciendo ademds un incremento dosis-dependiente en las
concentraciones cerebrales de KYNA (especialmente en el cuerpo
estriado) por la via de la transaminacién irreversible de este
metabolito precursor (Miller et al., 1992).

Por otra parte, la adminisﬁracién siétémica del probenecid
(PROB), un conocido blogueador del transporte activo de 4cidos
orgé&nicos, es capaz de inhibir la excrec16n del KYNA degde el

' fluido extracelular, resultando en un 1ncremenLo en el contenido
cerebral de dicho antagonista (Moroni etral., 1988; Vécsei et
al., 1992a). Se ha demostrado recientemente que el PROB también
es capaz de potenciar la accién preventiva del NBQX (un conocido
antagonista glutamatérgico tipo AMPA) sobre las convulsiones
inducidas en ratones por electroshock . (Taylor and Vartanian,
1992). Incrementos en las concentraciones cerebrales de KYNA
capaces de prevenir las convulsiones inducidas en ratas tanto por
pentilentetrazol como por NMDLA, dos potentes agentes

excitadores, pueden ser obtenidas por la co- admlnlstraclén

intraperitoneal de KYN + PROB (Mlller et al., 1992)

Nuestro grupo ha descrito'con anterioridad y en forma de
resultados prellmlnares, efectos parclalmente protectores de la
admlnlstrac16n tanto de PROB (Kravzov et al., 1993) como. de KYN

(Santamaria et al., 1994), sobre la neurotoxicidad 1nduc1da‘ por
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el QUIN.

En el presente trabajo, dosis crecientes de KYN y PROB,
administradas sistémicamente, por separado o en combinacién,
fueron empleadas para atenuar la neuro-oxicidad inducida por el

QUIN sobre el cuerpo estriado de ratas machos adultos.

QUIN(+)

Figura 10. Esquema integrativo mostrando los mecanismos
hipotéticos de accién de la kinurenina y del probenecid para el
blogqueo de los receptores para NMDA por el incremento en los
niveles de &cido kinurénico en el Sistema Nervioso Central,
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.EIPOTESIS

a) De acuerdo a los antecedentes descritos, se postula que
los pretratamientos con D,L-kinurenina, probenecid y la
coadministracién de estos farmacos a diferentes dosis
proporcionardn proteccién contra la neurotoxicidad inducida por
el dcide quinolinico en términos de la conducta de rotacién y»de
la disminucién estriatal de GABA y otros aminodcidos, mediante un
doble mecanismo de accién vinculado a la sintesis y acumulacién

de &cido kinurénico en el sistema nervioso central de la rata.

b) El efecto producido por ambos f&rmacos debe ser dosis-
dependiente y la coadministracién de ambos fédrmacos a dosis bajas
producird un efecto protector sobre los pardmetros experimentales

evaluados.
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"OBJETIVOS

Objetivo general

1) Evaluar el posible efecto protector .de la administracién
sistémica de la D,L-kinurenina y del probenecid sobre la

neurotoxicidad inducida por el &cido quinolinico en la rata.

Objetivos particulares

1.a.) Estudiar el efecto de los pretratamientos con D,L-
kinurenina, probenecid, y la coadministracién de ambos f&rmacos
sobre la conducta de rotacidén inducida por la inyeccidn

intraestriatal de &cido gquinolinico en la rata.

1.b.) Analizar el efecto de los pretratamientos con D,L-
kinurenina, probenecid, y la coadministracién de ambos fdrmacos
sobre la disminucién en el contenido estriatal de amino&cidos

inducida por el &cido quinolinico en la rata.
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MATERIAL Y METODDO
Materiales

Todos los materiales empleados en este estudio, incluyendo
los aparatos, reactivos y animales, fueron obtenidos del
Departamento de Neuroquimica del Instituto Nacional de Neurologia

y Neurocirugia "Manuel Velasco Sudrez" (I.N.N.N. M;b.s.).

Animales

Ratas Wistar machos obtenidas del Bioterio del I.N.N.N.
M.V.S., pesando 200-250 g, fueron empleadas para todos los
experimentos. Los animales fueron mantenidos, cinco por caja, en
cajas de acrilico y provistos de Chow Purina y agua ad libitunm.
El cuarto del Bioterio fue mantenido bajo condiciones de
temperatura constante (25 % 3°C), humedad (50 + 10 %) y ciclos de

luz-obscuridad (12:12 horas).

Reactivos

Agua desionizada, obtenida a partlr de-un sxstema
purificador MilliaR;Q‘de Mllllpqre, fue empleada para la
preparacidn de’todoé los reactivos y‘soluc1qngs.,El éc1do
quinolinico - (QUIN), la D,L-kinureninav(KYN),‘él probenecid
(PROB) , la .apomorfina (APO), el o-ftaldialdehido (OPA), el.é&cido
3-mercaptopropitnico (MPA), el 2-mercaptoetanoluy un- kit de
esténéares de L-amino&cidos para cromatografia fueron obtenidos
de Sigma Chemical CO. (St. Louis, MO). La dizocilpina (MK-801) se

obtuvo de Research Biomedicals Incorporated (Natick, MA)}. El
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resto de los reactivos fueron obtenidos de E. Merck (México).
Métodos

El desarrollo experimental del presente trabajo se llevé a
cabo en las instalaciones del Departamento de Neuroquimica del

I.N.N.N., M.V.S.
Pretratamientos y microinyeccién estriatal de dcido guinolinico

La KYN, el PROB y el MK-801 fuerén disueltos en salina-
hidréxido de sodio 0.1 N y el pH de cada solucién fue ajustado a
10.0 con &cido clorhidrico. Las ratas (n=5-9 por grupo) fueron
pretratadas intraperitonealmente con PROB (100, 200 o 300 mg/kg),
KYN (150, 300 o 450 mg/kg) o la combinacién de KYN + PROB (150 o
360 + 100 mg/kg, respectivamente) 2 horas antes de la
microinyeccién intraestriatal de QUIN. Los animales control
recibieron vehiculo al mismo pH. Después de los pretratamientos,
las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg/kg,
i.p.). El QUIN fue disuelto en 0.1 M de sol. salina-buffer de
fosfatos (SBF) y ajustado a pH 7.4 con 0.1 N de NaOH. Inyecciones
unilaterales Gnicas de 1 pl de QUIN fueron aplicadas con una
microjeringa Hamilton de 10 ul en el estriado derecho de los
animales a las siguientes coordenadas estereotdxicas: 0.5 mm
anterior a bregma, 2.6 mm lateral a bregma y 4.5 mm ventral a la
dura, de acuerdo al atlas estereotédxico del cerebro de la rata de
Paxinos y Watson (1984). El QUIN fue microinyectado durante un
periodo de dos minutos, la aguja fue mantenida en el sitio de

inyeccién durante dos minutos mds al término de los cuales fue
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removida lentamente. Animales control fueron similarmente

microinyectados con SBF al mismo pH.

‘Figura 11. Sistema de microinyeccidn: ‘a) micrémetro, b)
torre estereotdxica, c) microjeringa de 10 ul, d) sujetador de
microjeringa,.'e) barra estereotdxica 'y f) cero estereotéxico.
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Evaluacién de la conducta de rotacién

Seis dias después de la microinyeccién del QUIN, los’
animales de todos los grupos de tratamientos fueron administrados
con APO (1 mg/kg, s.c.), separados en cajas de-acrilico
individuales y cinco minutos después, el niimero de rotaciones
ipsilaterales hacia el estriado lesionado fue registrado cada
cinco minutos durante una hora, de acuerdo a reportes previos
(Norman et al., 1990b). Cada rotacidén fue definida como un giro
completo de 360° sobre su propio eje. A las coordenadas empleadas
en este estudio para lesionar el cuerpo estriado, 1la
administracién.de APO a las ratas produce una conducta de
rotacién ipsilateral en direccién‘al'1éd6.ie8i6nado.(3usel et

al., 1989; Santamaria and Rios, 1993).
Bnalisis del contenido estriatal de aminodcidos

Siete dias después de la administracién de QUIN, los
animales de todos los grupos de tratamientos fueron inyectados
con MPA (1.2 mmol/kg, i.v.), un inhibidor de la actividad de la
glutamato descarboxilasa (GAD), con la finalidad de prevenir un
incremento postmortem de GABA (van der Heyden and Korf, 1978).
Dos minutos después, las ratas fueron sacrificadas por
decapitacién y sus cerebros removidos. Los estriados derechos
fueron disecados en hielo, pééados y homogenizados en 15
voliimenes de metanol-#gua (65 %, v/v). Las muestras fuexon
entonces centrifugadas (3,000 g durante 15 min) y las alicuotas

de los sobrenadantes fueron almacenadas a -5°C hasta la
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realizacién del andlisis cromatografico.

El contenido estriatal de amino&cidos fue analizado por
cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién
fluorométrica, como ha sido frecuentemente descrito (Fleury and
Ashley, 1983; Smith and Panico, 1985). Para el procedimiento de
derivatizacidn precolumna, 100 pl del reactivo de OPA
(conteniendo 5 mg de OPA + 625 ul de metanol + 5.6 ml de buffer
de boratos 0.4 M, pH 9.5 + 25 ul de 2-mercaptoetanol) fueron
adicionados a 100 pl de los sobrenadantes de tejido es;riaﬁal.
Después de agitacién continua durante 1 min, 20 gl de la'mezcla.
fueron inyectados con una microjeringa Hamilton de 25 #l.a un
cromatégrafo de liguidos Perkin-Elmer Serie 3B. Se émpleé‘una
precolumna OPA-HS Alltech de fase reversa con un tamaﬁo de
particula de 3 um. Se us6 un programa de gradiente lineal ‘para
eluir amino&cidos-OPA, llendo desde el 10 % hasta el 65 % de
metanol. La mezcla del gradiente consistid en: a) solucién 50 mM
de buffer de acetato de sodio (pH 5.9) conteniendﬁvl‘s % v/v de
tetrahidrofurano, y b) metanol grade HPLC. Los niveles dé
fluorescencia fueron medidos con un detector de ‘fluorescencia

Beckman 157.
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RUN S I . 14,7 s 6/ @
SENSITIVITIES 500 48
TIME AREA BC RRT RF [ NANE
* 1,42 09.2291 8.142 1.888 6.7401% !
* 2.26 8.2236 8.226 1.000 6.5789 !
6.11 8.3399 9.611 1.900 9.9723 !
.11 8.1133 8.711 1.000 3.332¢4 !
8.18 8.22180 V 9.818 1.060 6.58913 !
8.55 28,2213 8.855 1.008 6.5889 !
19.32 0,3°75 1.832 1.8006 11.1837 !
* 11,57 0.1924 1.157 1.660 3.8136 ¢
14.16 9.2390 V 1.416 1.000 7.0313 !¢
15.61 8.5886 T 1.561 1.008 17.3138 !

Figura 12.

Ejemplo de un cromatograma de estédndares de

aminodcidos obtenido empleando concentraciones fijas de 100 ng/ml
para cada a.a. También se presentan los tiempos de elucién .y las

dreas baje las cuvas correspondientes. Agp = aspartato, Glu =
glutamato, Ser = serina, Gln = glutamina, Gly = glicina, Thr =
treonina, Ala-Tau = alanina-taurina, GABA = 4dcido Gama-

aminobutirico, Val
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Andlisis estadistico

La conducta de rotacién fue analizada usando una prueba de
Kruskal-Walis éeguida por una prueba de Mann-whitney {Siegel,
1980) . Los datos del contenido estriatal de aminodcidos fueron
analizados empleando un andlisis de varianza de una via (ANOVA
gimple) seguido por una prueba de Tukey para comparaciones
miltiples (Steel and Torrie, 1980). Valores de p<0.05 y p<0.01

fueron considerados con significancia estadistica.
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RESULTADOS

Efecto de los pretratamientos con D,L-kinurenina, probenecid y

dizocilpina en la conducta de rotacién

Los resultados de la administracién sistémica de la
dizocilpina y de dosis crecientes de probenecid sobre la conducta
de rotacidén inducida por el &cido quinolinico se muestran en la

Figura 13.

Los animales lesionados con QUIN desarrollaron una marcada
conducta de rotacién (212 + 28 giros ipsilaterales/l1 hora, media

+ error esténdar) después de la administracién de la apomorfina.

El PROB administrado solo, tuvo un efecto protector contra

la conducta de giro inducida por el QUINQQ;;asidosi$ dé‘idb_y’300

mg/kg (26 % y 59 % de disminucién, ;ésbeétivéhéntéf,(VéfiFigﬁra

13) .

Por su parte, el MK-801 fue capaz de pfeﬁeniricomple;amente

la conducta de rotacién inducida‘pofvia'ihYEééfGﬁ“ﬁéi:QUiN ?§é%%i s

ve los animales tratados con QUIN) (ver Figura 13).
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TRATAMIENTOS

Fig. 13. Efecto de la dizocilpina y de dosis crecientes de
probenecid (PROB) sobre la conducta de rotacién inducida por el
dcido quinolinico. Se presentan valores medios '‘de n=6-9
experimentos independientes ¢ S.E.M. Diferencias contra el valor
control, * p<0.05, ** p<0 01; ANOVA de Kruskal-Wallis con prueba
U de Mann-Whitney; n.s.= no 51gn1f1cat:1vo.

Los efectos de la édministraciﬁn sistémica de dosis

crecientes de la D, L- 1nuren:ma y de la ¢ Vajdministracién_de KYN

+ PROB sobre la“ conducta de“’ rot:ac:.én ,,'se mue'sktran en la Pigura

14. El precratamento’de 1 _con KYN a las dosis de 300°

Y 450 mg/kg (pero no asi.a a dos:.s de 150 mg/kg) disminuyd

sxgnif;cat:.vament:e las ’rotacl'nes :Lnduc:.das por el QUIN (33 % Y '
59 % de d:.sm:.nuc:.én en: comparac:.én con las rat;as tratadas con.

QUIN, respect:.vamente) (ver Figura ‘14)_,. “La ‘misma .tb:_e.ndebncm ."_fue
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observada en los grupos de ratas pretratadas con la combinacién
de 150 o 300 mg/kg de KYN + 100 mg/kg de PROB (40 % y 76 % dé
disminucién de los giros vs los animales tratados con QUIN,

respectivamente) (ver Figura 14).

n.s.

300

250 T
7]
]
=] L
£ 200 n.s,
2 DJauiN.+300 KN+ 100 PROB
S * Fdauin+150 kv+ 100 PROB
§1SO ] KauiN + 450 makg kvn
b5 : ]— BauiN + 300 mgrkg kyn
s * 7 DJQuIN + 150 mgrig K
a BQuIN (240 nmoi/)
2100
@ / %
e
& % 7

TRATAMIENTOS

Fig. 14. Bfecto de dosis crecientes de DL-kinurenina (KYN) y
de la co-administracién de KYN + probenecid (PROB) sobre la
conducta de rotacién inducida por el &dcido quinolinico. Se
presentan valores medios de n=6-9 experimentos independientes t
S.E.M. Diferencias contra el valor control, * p<0.05, ** p<0.01;
ANOVA de Kruskal-Wallis con prueba U de Mann-Whitney; n.s.= no
significativo.



conducta de rotacidén alguna B
Los animales p:etratados.qon;mk 80

pero ninguno de los otros -f4rmacoés-administrados como

pretratamientos a los animales iﬁyectaddsrgqn SBF bfodujo

conducta rotacional.

Efecto de la D,L-kinurenina, el probenecid y la dizocilpina sobre
la disminucidn estriatal de GABA indﬁqida por ei acido

quinolinico

El contenido basal de GABA en el cuerpo estriado de los

animales control (tratados ‘intraestriatalmente con SBF) fue

establecido a los 225.1 1:16’%fﬁ§7§&dé:pgjido (media + error

esté&ndar) .

Como se muestra en la Figura:15, contré una’disminucién

control) en animales tréta )

200 y 300 mg/kg sobre 1a dlS 7’  ion en- el contenldo de

inducida por el QUIN? Sélo‘las d031s de 200 y 300_mg/kgr
protegierdn’a'laé”féﬁa
vs los anlmales tratados con QUIN, respectlvamente)

EL MK 801 ‘a: la d051s unlca de 10 mg/kg, fue completamente

efectlvo en la prevenc16n de 1a neurotoxicidad inducida por el
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QUIN (ver F:Lgura 15) i evaluada en’ t:érm:.nos de la dlsmlnuc:Ld‘n ‘de ‘

GABA (121 % vs 1os am.males tratados con’. QUIN y. 1 “§.vs valores

com:rol) e

300

N
[$ 1)
o

n
o
o

DJauin + 300 mgig PROB
Flauin + 200 mgg PROB
Kauin + 100 mgig PROB
Elauin + 10 mg/xg MK-201
i Oaui (240 nmatyuty

M control (sBF)

150

100

143
o

Contenido estriatal de GABA (ug)g de tejido)

NI

|
i m

TRATAMIENTOS

Fig. 15. Efecto de la dizocilpina y de dosis crecientes de

probenecid (PROB) sobre la disminucidén de GABA estriatal inducida
por el &cido quinolinico. Se presentan valores medios de n=5-8
experimentos independientes + S.E.M., + p<0.01, tratamiento con
QUIN diferente del valor control; * p<0.05, ** p<0.01,
diferencias contra el tratamiento con QUIN, prueba de Tukey;

.= no significativo.

A las dosis de 300 y 450 fug/jkg'f(\}er Figura 16), la KYN

previno parcialmente la disminuéidn estriatal "clle 'GABA inducida

Por el QUIN (58 % y 85 % nixha'ieé’tre{t:‘édos”cdh'Qum

respectivamente), s:m embargo, a dos:.s de 150 mg/kg de KYN no

fue efectiva en la atenuaclén de los efectos del QUIN . sobre el »
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contenido de GABA.

Las combinaciones:de’ KYN (150 -6 :300-mg/kg).; + PROB: (100"

mg/kg) resul taron:s’efv :bargiélmén_ce 'protecto:as" 1(25";?

animales tratados. ¢on QUIN, respectivamente) '(ver. Figura 16
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.S,

N
4
o

N
o
Qo

Elaum+30 1+ 100 pROB
ClauiN+ 150 K+ 100 PROB
EauiN + 450 markg KYN
NauiN + 300 mgkg KN
Bauin + 150 mgikg kYN
Oauin (240 nmoly)

B convol (sBF)

e

<

ary
9]
o

100

[4)]
o

Contenido estriatal de GABA (ug/g de tejido)

»

»
— »
R LKA KKK AT TRK]
SR RIIELIERES qﬁv%vv &
4@~ng39&,oo SR
eleleleleleleletotetstilototelatele s tetats!

o

TRATAMIENTOS

Fig. 16. Efecto de dosis crecientes de DL-kinurenine (KYN) y
de la co-administracién de KYN + probenecid (PROB) sobre la
disminucién estriatal de GABA inducida por el écido_ qu:.nolgnlco.
Se presentan valores medios de n=5-8 experimentos independientes
+ S.E.M., + p<0.01, tratamiento con QUIN diferente del \{alor
control; * p<0.05, ** p<0.01, diferencias contra el tratamiento
con QUIN, prueba de Tukey; n.s.= no significativo.
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‘Finalmente, la administracién sistémica de todos estos
farmacos a las dosis empleadas en este estudio, a animales
control microinyectados con SBF no tuvo efecto alguno sobre el

’ contenido basal de GABA en el cuerpo estriado (dato no mostrado).

Efecto de la D,L-kinurenina, el probenecid y la dizocilpina sobre
la disminucién estriatal de glutamato y aspartato inducida por el

dcido quinolinico.

El contenido estriatal de los amino&dcidos glutamato y
aspartato, expresado en ug/g de tejido, es mostrado en la Tabla
IIT. La inyeccién intraestriatal de QUIN a los animales disminuyd
significativamente el contenido de glutamato en un -44 % al
compararse contra valores gqntrpl[ mientras. que el aspértato fue
disminuido en su contenido'én‘ung<43 %, témbién.vs valores

control (ver Tabla III).

La disminucién en - el contenldo estrlatal de: glutamato

inducida por el QUIN fue comp' ‘amente bloqueada por los

64.4 %, 70.2 % y 57 Q
respectivamente)
disminicién

pretratados o

1so“mg'/kg"‘ae % /kg de’ ‘PROB (47.9 %, 39.8 % 28.9 %y %.~
de prevenc16n vs tratamlento con QUIN, respectlvamente) os

pretratamlent03<con 150_» /kg de KYN y la combinacisén de 150

mg/kg def'KYﬁ;#biObrmg/kgvde PROB resultaron ambos totalmente
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inefectivos en ia prevencién de'lé toxididad del QUIN sobre ei

glutamato (-7 % y -1 % vs tratamiento con QUIN respectivamente)

(ver Tabla III)

La Tabla III también muestra las concentraciones estriatales
de aspartato después de los diferentes tratamientos
experimentales. La pre-administracién de MK-801 (10 mg/kg), PROB
(200 y 300 mg/kg) y la combinacibén de KYN (300 mg/kg) + PROB (100
mg/kg}) a animales inyectados estriatalmente con QUIN resultd en
una prevencidén casi total de la disminucién de aspartato (57.7 %,
76.2 ¥, 63.5 % y 67.1 % de proteccién vs tratamiento con QUIN,

respectivamente) .

Se obtuvo prevencibn parc1a1 51gn1flcat1va én loé

pretratamientos con 450 mg/kg de KYN,,lOO mg/kg de’

combinaci6n de KYN (150 mg/kg) + PROB ‘1oo

Yy 24.9 % vs QUIN, respectlvament
pretratamientos no fueron capacés de

estriatal de aspartato.

Efectos dosis-dependientes en la prevencidén de la;tokiéi&ad»
del QUIN fueron observados después de 1la admihistrabiéq‘de las
diferentes dosis de KYN sobre el contenido'est:iatélzdé“ibs‘dos
aminodcidos evaluados, pero no asi con las diferentes ‘dosis de

PROB.
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TABLA III. EFPECTO DE LA KINURENINA Y DEL PROBENECID SOBRE EL
CONTENIDO ESTRIATAL DE AMINOACIDOS EN RATAS LESIONADAS
TOPICAMENTE POR ACIDO QUINOLINICO

Concentracién de aminoédcidos
: (ug/g de tejido)
Tratamiento Glutamato Agpartato

control (seB) 1472.2 &+ 93.6  —257.7 % 30.8  —
QUIN (240 nmol/ul) 820.3 + 47.8 F- 1146.2 & 10.5 4
QUIN+MK-801 (10 mg/kg) 1506.3 £ 102.3 *+ | —224.2 3 7.3 *w [a
QUIN+KYN (150 mg/kg) 756.5 + 161.5 | |157.3 & 16.2 -15"
QUIN+KYN (300 mg/kg) 1348.5 £ 127.5 * 1640 £ 11.0 _J
QUIN+KYN (450 mg/kg) 1396.4 & 117.0 * |6-1210.4 & 27.5 *~
QUIN+PROB (100 mg/kg) 1213.5.4 321.4 ~ —191.7 2 30.8 * ™7
QUIN+PROB (200 mg/kg) 1146.4 & 82.5 *+ | |250.5 ¢ 50.3 * |
QUIN+PROB (300 mg/kg) 1057.5 + 143.2 * 239.0.1 36.1 * o]
QUIN+KYN (150)+PROB (100) 812.9 £ 56.0 -l 1182.6 + 23.5 *—
QUINSKYN (300)+PROB (100) 1369.8 & 184.9 « -—1244.3 3 13.6 #+

Las concentraciones de glutamato y aspartato fueron evaluadas
por CLAR en tejido estriatal 7 dias después de la inyeccidn
tépica de 1 ul de salina-buffer de fosfatos (SBF) o de #&cido
quinolinico (QUIN) a las ratas. Los resultados representan la
media t S.E.H. de 5-14 experimentos independientes. tratamiento
con QUIN vs valor control, p<0.01l; diferencias vs tratamiento con
QUIN * p<0.05, ** p<0.0l1, prueba de Tukey; n.s.= no
gignificativo.

Finalmente, la administracién de estos pretratamientos a

ratas tratadas intraestriatalmente con SFB no produjo alteracidn

alguna en el contenido basal de ninguno de estos dos aminodcidos.
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Asociacidn de los efectos del PROE y de la KYN sobre el contenido

estriatal de GABA y la conducta de rotacidn

Con la finalidad de comparar de manera cuantitativa los
efectos producidos por las diferentes dosis de los farmacos
empleados en este estudio y hallar asi una posible asociacién
entre la prevencién de la disminucién estriatal de GABA y la
conducta de rotacién, los promedios de los resultados obtenidos
en cada condicién experimental evaluada fueron comparados contra
sus valores control y expresados en términos porcentuales.
Entiéndase por asociacién aquella relacidén de los efectos
estudiados en términos fisioldgicos. Los porcentajes corresponden
al grado de prevencién de la neurotoxicidad inducida por el QUIN
en términos, tanto de la disminucién en el contenido estriatal de

GABA, como de la conducta rotacional.

La Figura 17 muestra la asociacién porcentual en la
prevencién de la neurotoxicidad inducida por el QUIN en presencia
de diferentes dosis de PROB. Con la dosis de 100 mg/kg de PROB la
prevencién de la neuroto#icidad es précticamente nula. Por su
parte, las dosis de 200 y 300 mg/kg de PROB resultaron ser
significativamente preventivas en los parémetros evaluados; sin
embargo, la asociacién entre los nlveles de GABA y los giros

lpsllaterales es parcxal,,partlcularmente a la dosis mds alta

(ver Flgura 17), a- la cual
GABA alcanza casi el 100

es prevenlda ‘tan s
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asociacién parc1al entre los giros y los anelES*

GABA a la dosis de 300 mg/kg de KYN. No se observ efecto_alguno

en la prevencién de la neurotoxicidad 1nduc1da por el QUINV;en
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términos porcentuales a la dosis de 150 mg/kg. Por su parte}ba lé

dosis mds alta de KYN (450 mg/kg), la diferencia en la asociacién
porcentual entre ambos parémetros alcanza mas de un 20 %, lo cual

establece una relacién de evidente parcialidad.

100
80

60 ......

Porcentaje de prevencion (% vs QUIN)

40

~GABA

20 -+ Giros

0 150 300
DOSIS DE KYN (mg/kg)

‘Fig. 18. Asociacidn porcentual del efecto preventlvo de
dosis crecientes de kinurenina .(KYN) sobre.la: dlsmlnuc16n
estriatal de GABA y la conductade’ rotacién: induczdas porla
inyeccién intraestriatal de- 2401nmol/u1 d cldo‘qulnolinlco
(QUIN) en:la rata.
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Con respecto a la coadministracién de los pretratamientos
con PROB méds dosis crecientes de KYN, la asociacién porcentual en
los pardmetros estudiados se presenta en la Figura 19. Se observa
una relacidn parcial entre los efectus a las dosis de 100 + 150
mg/kg respectivamente, mientfas que un alto grado de asociacién
se observa a las dosis de 100 de PROB + 300 mg/kg de KYN. Por su
parte, la administracidén sistémica de 200 hg/kg de PROB solo no
tuvo efecto alguno sobre la prevencién de:los niveles estriatales

de GABA o sobre la conducta de rotacién (ver Figura 19).

100
z
D
O 80
2
§i
S 60|
Q
§ -- GABA
@ -+
a 40 Giros
QO
©
2
g
S 20
g
[s]
o
Qb i
0+0 100 + 0 100 + 150 100 + 300

DOSIS DE PROB + KYN (mg/kg)

Fig. 19. asociacién porcentual del efecto preventivo de la
coadministracién de probenecid (PROB) + dosis crecientes de
kinurenina (KYN) sobre la disminucién estriatal de GABA y la
conducta de rotacién inducidas por la inyecci6n intraestriatal de
240 nmol/ul de &cido quinolinico (QUIN) en la rata.

67



‘D ISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran la habllldad

para atenuar la neurotoxluldad 1nduc1da por el

éc1do qu1 ollnlco,

mlsma que es'ev denc1ada tanto por 1os

hallazgos cond‘ctu

postula'

(Vécse1 et al., 1992a); En este contexto,

dependlentes, remarcando la p051b1e ex1

la fun016n, de los receptores para NMDA Por. lo anterlor,
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efectos parciales obtenidos por la admlnlstraclén de amhos
agentes por separado pueden ser justificados- en- termlnos de da

ocupacién gradual y dosis-dependiente:de los sitios’ aloster;cos*

de unién a moduladores (fundamentalmente a lé-gllc1na) en“

receptores para NMDA por el Acido klnurénlco.

La administracién periférica de 1as_dosis més altas tangéﬁdé‘
kinurenina (450 mg/kg) como de probénééid~(3 Oymg/kg) -por
separado, resultan en una prevencién® cas1’tota1 de “la
neurotoxicidad inducida por el &cido qulnolinlco, constltuyendo
las dosis Optimas necesarias para alcanzar me;oria slgnlflcatlva

en los parametros fisiolégicos y neuroquimlcos anallzados en este

trabajo. Efectos similares fueron. observados en’ .animales

administrados con 300 wmg/kg. de klnurenlna' n comblnac16n ;con:. 100

mg/kg de probenecid, suglrlendo que ambos férmacos, cuapdo;son ,

co-administrados, pueden contrlbulr 1nd1

efecto protector, idea que estd apoyada por os efectos par01ales

administran por separado.. M&s~aun, a partlr de estos’ resultados,

y con base en reportes.previos (Mlller et

al., 1992b), en -los-. cuale

bloqueo:de loszredeptoreszargjnMDA
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Un punto de gran importancia a este respecto es la relacibn |
que se establece entre la prevencién de la disminucién estriatal
de GABA con la prevencién de la conducta de rotacién, ambos
considerados pardmetros de neurotoxicidad del &cido quinolinico.
Cuando dicha relacién es establecida entre ambos pardmetros por
la administraci6n de dosis crecientes de los fdrmacos empleados
por separado, el grado de asociacién porcéntual entre dichos
eventos es parcial; sin embargo, la coadministracién de los
fdrmacos produce un grado de‘asociaciéﬁitotal, a dosis que por
separado no presentan dicho efectb;;Por lo anterior, se puede
postular gue, en el caso de las asociaciones porcentuales
parciales observadas por la“admiﬁiéﬁrébiéﬁ“indépendiente de los

f4rmacos, el antagonismoiinduéid ‘receptores para NMDA

podria tener como una congecuenc

ser explicado & §
quinolinato®s :
hecho,

Gnicamente




otros procesos.

En estos términos, la coadministraci6 ie 1os.f&rmacosu

proteccién generalizada del S.N.C.

Por otra parte, el pretratamient

reportes previos en la 11te atu

et al., 1990). El mecanlsmo d 16 ; ’a}dizocilpina

contra el dafio neuronal ir

antagonismo de los receptore

Olney et al., 1989a)

cerebro, modlflcando sustanc1almente




incluyendo aquéllos para los agonistas. Sin embargo, el efecto
del probenecid sobre los cambios en el pH inducidos por este
mecanismo aGn no ha s#do demostrado y permanece en especulacién.
Este parece ser el primer reporte acerca de la disminucién
de los aminodcidos glutamato y aspartato inducida por el &cido
quinolinico. Se ha demostrado recientemente (Fedele and Foster,
1993} que la inyeccién intraestriatal de &cido quinolinico
produce la liberaci6n de glutamato y aspartato desde la terminal
sinéptica. Esta evidencia, obtenida a partir de estudios in wvive
por un sistema de microdiflisis, puede ser el resultado de la
activacidn presindptica de receptores glutamatérgicos tipo NMDA
mediada por el guinolinato. De esta manera, la disminucién en el
contenido estriatal tanto de glutamato como de aspartato, varios
dias después de la administracién aguda de Acido qguinolinico
puede explicarse como el resultado de una excesiva liberacién de
dichos neurotransmisores desde las Cerminales‘presinéptiééé'déi

cuerpo estriado, producida a su vez por la activacién continua-y: -

prolongada de los receptores para NMDA por ei'quiﬂéllnafb«

L

cualquier manera, la participacién de los receptores para’ NMDA ‘en’

¥

la disminucién del contenido de glutaméto y‘asparéétb n ucidé

por el &cido qulnolinlco esté fuertemente sugerlda por’ a1t

como un indlce conflab

estos hallazgos,

de los receptores para NMDA por el dcido:quinolinico;+Los efectos“;,fl




producidos por la administracién sistémica de 1aé diferentes
dosis tanto de kinurenina como de probenecid, resultaron en la
recuperacidn dosis-dependiente del contenido estriatal de estos
aminodcidos, reforzando las cualidades preventivas de dafio
neuronal de‘los fdrmacos empleados.

El descubrimiento de nuevas estrategias terapéuticas contra
las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la excesiva
activacién de los receptores glutamatéréicbs constituye ain un
paradigma de grandes esperanzas. Sin embérgo, muy pocos f&rmacos
han sido probados hasta este momento en cuanto a sus posibles
aplicaciones terapéuticas. Los efectos potencialmente
neurot6xicos de la administracién crénica de la dizocilpina ya
han sido caracterizados (Olney et al., 1989b}, por lo que su

posible aplicacién bajo criterios preygﬁtiyos.y,terapéuticos en

enfermedades humanas asociadas:a as..concentraciones

cerebrales de &dcido quinolinico {como’e 1ejo;SIDA-demencia,
por ejemplo) queda descartada. 7

Adn cuando el probenecidves¢§pjf&rmaco,éeguro que es
empleado cominmente en el tratamiéﬁt§_§e ;a'g6ta, entre otras
aplicaciones (Weiner, 1980), su,uéo}clinico potencial en
enfermedades humanas mediadas por. aminodcidos excitadores no
puede ser asi sugerido a raiz de los.hallazgos de este trabajo y

requiere de estudios mis  detallados tendientes -a. la

caracterizacién de sus efectos:en el Sistema Nervioso Central.
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APENDICE
Generalidades de los receptores para amino&cidos excitadores

Debido, en gran parte, al trabajo de Watkins y Evans (1981)
sobre el descubrimiento de nuevos y mejores andlogos del
glutamato, los receptores ionotrdépicos para aminodcidos
excitadores fueron divididos, por muchos afios, en tres grandes
grupos, basados en sus respuestas a tres agonistas relativamente
selectivos: N-metil-D-aspartato (NMDA), quisqualato y kainato.
Todos ellos son andlogos estructurales del glutamato y parecen
activar tres poblaciones de receptores bien definidas. La més
estudiada de estas tres entidades es el receptor para 'NMDA, el
cual es bloqueado selectivamente por antagdnistéérorgénicos'e
‘inorgénicos Los receptores para qulsqualato (ahora conocldos

como receptores BMPA) y kainato difieren con31derablemente delos

receptores para NMDA en cuanto a su suscept1b111 al efecto de

ciertos antagonistas. Dos evidencias de que 10s.re ptores a AMPA

y a kalnato son entidades dlstlntas permltleron‘hacer esta

diferenciacién: a) existen casos (por_ejemplo, ‘las fibras

aferentes primarias C) en los: cualeS*el kalnato .genera

respuestas, pero en donde el’ éc1do amlno ~3- hldroxl 5-metil- 4-

Hollmann et al., -en’ 1989



muchas dreas cerebrales, ambas entidades actﬁah de manera
similar. Por esta razén, los receptores a AMPA y a kainato son
usualmente clasificados juntos y referidos como receptores no-
NMDA, sin ser posible hasta el momento determinar cudl de estos
receptores regula la transmisién sindptica tipo no-NMDA. Tanto el
L-glutamato como el L-aspartato actiian como agonistas en los tres
tipos de receptores y sus acciones excitadoras pueden ser
atenuadas o parcialmente blogueadas por éntagonistas para dichos
receptores. Los amino&cidos excitadores; el &cido quinolinico y
la L-cisteina sulfinato, son ambos compuestos endfgenos que
pueden actuar como neurotransmisores sobre estos receptores en
algunas regiones cerebrales (Nicoll et al., 1990).

Con el uso tanto de NMDA como de AMPA o kainato, se ha
podido observar, por estudios aﬁtorradiogréficos :dé
desplazamiento de la unién del [3H]glutamato, que los tres
agonistas son capaces de desplazar efectivamente al:glutamatp
marcado (Monaghan et al., 1985; Cotman et al., 1987). M&s aun,
estudios sobre la fisiologia de los distintos tipos de receptores
han permitido saber que estos pueden co-existir en la misma
célula. Considerando el comportamiento funcional de las vias
neuronales que emplean 'am1no§c1dos ‘excitadores como

neurotransmlsores, se puede 1nfer' 5qUé 105»subtipos de;

receptores pueden presentarse en’ una: mlsma neurona y que tanto

los receptores subtlpo NMDA n contrlbulr

la respuesta de llberac10n slnéptlca de am1n0501dos exc1tadores'

(Nlcoll et al., 1990)
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Figura 20. Representacidn esquemdtica de los diferentes tipos
de receptores para aminodcidos excitadores en el Sistema Nervioso Cen-
tral. Se muestran los receptores ionotrépicos a AMPA/kainato, 1onotro
picos a NMDA y metabotrdpicos. Tomado de Lodge D. and Schoepp D. (1993).
Receptor Nomenclature Supplement. Elsevier Trends Journals.

Presynaptic metabotrapic receptors




Por su parte, los. receptores para NMDA, los meJ'r ;

caracterizados fisiol6gica y farmacoléglcamente,i

ampliamente distribuidos en. el cerebro y .la médula esp;na;;déwlosl“ 

mamiferos, presentando densidades particularmente aLtasfeng;a
corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo (Stohe/
1993} .

Este receptor es un. canal iénico activado por ligandos y
compuesto de al menos dos diferentes;subunidades protéicas
conocidas como NMR1 (Rl) y NMR2 (Rz),.cada una de las cuales
contiene aproximadamente 1,000 residuos de aminodcidos. La
subunidad NMR1 puede existir en 7 diferentes isoformas y hay 4
diferentes genes que codificén las variantes de la subunidad NMR2
(NMR2A, NMR2B, NMR2C y NMR2D). AlGn no es muy claro cuéntas
subunidades NMR1 y NMR2 esté&n presentes en cada receptor NMDA
funcional (Stone, 1993).

El receptor NMDA tiene miltiples sitios de reconocimiento a
ligandos: el L-glutamato y agonistas relacionados se unen y
promueven la apertufa de un canal de alta conductancia, el cual
permite la entrada de calcio y sodio a la célula blanco. Sin
embargo, el L-glutamato.es: virtualmente . inefectivo. como agonista

si el si;io7moqulador'de'feconocimiento a la.glicina esté

ocupado. Este

inhibidor?aﬁl

por glutatlén, por pollamlnas (espermina y esperm
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pH. En una célula blanco con un. potenc1a1 de membrana en reposo

normal, el L glutamato

de.activar al receptor para

NMDA debido.a que el canal 16nic étébbloqheado por Mg2+, y este

. bloqueo. sélo es'removld”

uando la celula blanco es parcialmente

despolarlzada a; través_de la actlvaclén de otras aferenc1as

51népt1cas La. natu *'"cond1c1ona1" de. la funcién del

receptor para NMDA .es.. inusual en, comparac16n con. el

activo_ en la.: plastlcldad slnéptlca asoclada con. el aprendlzaje y

la memorla (stone, 1993)

leerentes mecanlsmos ison utlllzados por diferentes
antagonlstas para la modulac16n de 1os receptores para NMDA: .los
antagonlstas competltlvos complten .por . la unién en el sitio de
reconocimiento al L glutamato (por ejemplo la AP-5, la CPP,
etc.);_el,MK7801 y;los antagoglstas no competitivos relacignadqs
(como‘iamkegémina y la :enbiclidina) actdan ocupando un sitio
den;rogdglﬁcanél~i6nico_que_es distinto del sitio a Mgz+ y su
accién, es. ejercida més efectiQamente cuando el receptor estd
actlvado,,medlante un mecanismo conocido como "bloqueo del canal‘
ablerto“ Otros antagonistas no competltlvos actdian en- el 31t10

de - reconoc1mlento al slas gllc1na (como el (+)-HA- 966),;

s1t10 de reconoc1m1ento a. pollamlnas (como el 1fen

1993)

Los canales 16n1co acoplados.tanto’
como. 'a no-NMDA son. no. selectlvamente
monovalentes como el sodloﬁy e},pptas;ok_

invertido resultante. cercano -a: . los_
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aminodcidos excitadores probados (Mayer and WestbrOAkh 1984) .
contraste, los canales NMDA y no-NMMDA difieren sustancialmenté en
su permeabilidad a cationes divalentes. Los canales no-NMDA son
relativamente impermeables a cationes divalentes, mientras que
los canales NMDA son altamente permeables a ca2+ (Mayer and
Westbrook, 1987), redundando en una de sus m&s criticas
funciones: el incremento intracelular de calcio necesario para la
activacién de procesos metabdlicos debenﬂientes de segundos
mensajeros. Alin cuando los canales asociados a receptores no-NMDA
no son muy permeables a calcio, el glutamato y el gquisgqualato
(pero no asi el AMPA ni el kainato) actidan sobre los receptores
en neuronas hipocampales en cultivo, causando la liberacién de
ca2t desde los reservorios intracelulares (Murphy and Miller,
1988}, efecto que es mediado por la generacién de IP;.

Las propiedades flsloléglcas de los receptores ‘no- NMDA‘f

sindptico;. es reduc

glur4, -glurs, gluré y glur7.

Las. dos: res electivamente sensibles a kainato

,o ESTA TESIS KO EfBE
SAUR DE LA BIBLITECA

(AMPA/kainato) parecen relac;onadas ) 1la med1ac16n de'lav:fﬁ







‘§o?gﬁyhla.ﬁomeostasis
as; mas cbﬂo&idqs son el NMDA, el
g 11 na, mientras que sus
antagonistas mis comunes gén‘la‘&izp§i1§ina, el kinurenato, el
magnesio, el =zinec, la fenciclidina (PCP), el 4&cido
fosfonovalérico (APV) y el &cido fosfonoheptanoico (APH) (Lodge
and Schoepp, 1993).

Por su parte, se conocen 6 isofofmaé de los receptores
metabotrépicos para aminodcidos excitadores (desde el mglurl
hasta el mglur6), las cuales tienen efectos en la facilitacién de
procesos mediados por segundos mensajeros, activando las
fosfolipasas C, Dy A,, disminuyendo la actividad de la adenilato
ciclasa y de los canales potasio y de calcio tipo N debendientes
de voltaje e incrementando la actividad de los canales acoplados
a receptores tipo NMDA y AMPA y de los canales de potasio y cloro
dependientes de calcio. Son también responsables de la modulacién
sindiptica prolongada (100 ms), incrementan la LTP y la LTD y
disminuyen las amplitudes de los EPSP (potenciales excitatorips
postsindpticos) y de los IPSP (potenciales inhibitoridg
postsindpticos). Dentro de sus efectos funcionales sezconsidéfé'

que juegan un papel central en el control de .la 1nfo me C16nf/

nociceptiva, la regulacién cardlovascular, 1a funC16n

and Schoepp, 1993).
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La activacién de receptores glutamatérgicos metabotrépicos
presindpticos a través de una proteina G, disminuye la actividad
de canales de Ca2* tipo N, asi como la liberacién de glutamato y
de GABA, en lo gque constituye un posible modo de accién para los
efectos presindpticos de la L-AP4. Sin embargo, se ha reportado
también que en presencia de dcido araquidénico, la estimulacién
mediada por receptores glutamatérgicos metabotrépicos
presindpticos sobre la via de 'segundos mensajeros
IP3/diacilglicerol, incrementa la liberacién de L-glutamato
(Lodge and Schoepp, 1993).

La relevancia biolégica de los receptores para aminodcidos
excitadores debe ser considerada en funcién de su papel en la
transmisién sindptica. Los midltiples mecanismos de que estos
receptores se valen para su modulacién, asi como las
interacciones entre ellos, dan la pauta para su estudio desde una
perspectiva mds integrativa, en la cual, el papel de los
receptores a otras moléculas neuroactivas y su interrelacién con
éstos pueden proporcionar, en un futuro no muy lejano, un
conocimiento mis general del funcionamiento del sistema nervioso
central y de las alteraciones a las cuales estd vinculada la

actividad de dichos receptores (Nicoll et al., 1990).
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