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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) es un gas altamente reactivo y difusible que actia como un mensajero
intracelular en varios sistemas fisiolégicos. Esta molécula juega multiples funciones en el sistema
inmune, cardiovascular y nervioso. En el sistema nervioso central el NO se genera por la enzima
sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS). Durante el neurodesarrollo de los vertebrados, la NOS
se expresa en etapas tempranas y presenta cambios en el patrén de expresion y distribucion
neuroanatomica. Ademas, el NO juega un papel en la morfogénesis, sinaptogénesis y plasticidad
sindptica. La administracién de inhibidores de la NOS, tales como el N-G-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), N-G-nitro-L-arginina (L-NOARG), durante periodos criticos de la maduracién del
sistema nervioso provoca alteraciones, como por ejemplo, en el establecimiento de las
proyecciones axonales y en las proteinas que se expresan en las neuronas maduras. En esta tesis
se llevo a cabo un estudio descriptivo del patrén de distribucién anatémica espacio temporal de las
neuronas productoras de NO durante el desarrollo del SNC del axolotl, Ambystoma mexicanum
(primer capitulo) y de otras estructuras del SNP positivas, tales como el epitelio nasal y los
neuromastos (segundo capitulo). Ademas se analizaron los efectos de la inhibicion de la NOS con
sus antagonistas, el L-NAME y el L-NOARG, sobre el desarrollo del SNC del axolotl y sobre la
sinaptogénesis en la rata (tercer capitulo). Para el primer estudio, se colectaron embriones y larvas
de axolotls, desde la etapa embrionaria 13 (E13 / 56h) hasta la etapa juvenil (10 meses de edad), se
procesaron para las técnicas de histoquimica para la NADPH-d y la inmunohistoquimica para la
nNOS en cortes coronales y parasagitales. Los resultados mostraron coexistencia de la actividad a
la NADPH-d y la inmunorreactividad a la nNOS (IR-nNOS) en los nucleos cerebrales, con excepcion
del bulbo olfatorio y el nlcleo anterior olfatorio. Las primeras neuronas y fibras positivas se
observaron en el dia 8 (8d) y se localizaron en el nicleo reticular inferior de la parte caudal del
rombencéfalo. Posteriormente, la presencia de nuevos nlcleos cerebrales con fibras y neuronas
positivas fue incrementando conforme al desarrollo del cerebro, o sea en un sentido caudo-rostral.
Los neuromastos y las neuronas receptoras olfatorias (NRO) del epitelio nasal fueron positivas
desde el octavo dia del desarrollo. El epitelio olfatorio del axolotl juvenil y adulto neoténico, mostré
una tincién fuerte a la NADPH-d en las NRO de la camara principal nasal, incluyendo a las del
érgano vomeronasal. La IR-nNOS se localizé principalmente en las dendritas de las NRO y en los
complejos mucomicrociliares y mucobiliares. Por ultimo se estudié el efecto de los inhibidores de la
NOS sobre el desarrollo y la maduraciéon del SNC en un grupo de axolotls y otro de ratas. Los
axolotls se trataron del dia 8 del desarrollo embrionario al 30 del desarrollo larval con N-nitro-L-
arginina metil ester (L-NAME, 2.5 mM) o N-G-nitro-L-arginina (L-NOARG, 2.5 mM). Durante el



tratamiento se colectaron axolotls, controles y tratados, de 8, 14, 16, 20 y 30 dias de desarrollo y
se procesaron para las mismas técnicas empleadas anteriormente. Al final del tratamiento (30d) las
larvas no mostraron alteraciones macroanatémicas comparadas con los controles. No se
observaron cambios en la distribucién de la actividad de la NADPH-d e inmunorreactividad a
sinapsina |. No obstante tuvieron una disminucién de la talla que fue significativa y una mayor
mortalidad en las larvas tratadas con L-NAME.

En el grupo de crias de rata tratadas con L-NAME, 60 mg/kg/dia, del dia postnatal (dP) 3 al
23. Se realizaron las técnicas de histoquimica para la NADPH-d e inmunohistoquimica para la
sinapsina | en cortes coronales del cerebro de las crias a los 24 dP. Los resultados mostraron una
reduccion significativa de la actividad a la NADPH-d y de la inmunorreactividad a la sinapsina | en
las areas estudiadas: corteza prefrontal, hipocampo y tdlamo dorsal, de las crias tratadas
comparadas con las crias control.

Nuestros resultados mostraron una expresiéon temprana de la tincién a la NADPH-d e
inmunorreactividad a la nNOS en el sistema nervioso central y periférico del axolotl, lo que sugiere
la participacion del NO en el crecimiento, desarrollo y maduracién del sistema nervioso y en
procesos fisiolégicos tempranos como el nado, la transduccion sensorial como la olfatoria en el A.
mexicanum. La presencia de la marca en las NRO del axolotl adulto neoténico, sugiere que el NO
participa en la transduccion de la senal olfatoria en el adulto, ademas de regular el flujo sanguineo
local y la secrecion de las glandulas de Bowman. Los resultados de la inhibicion de la NOS en el
desarrollo del A. mexicanum mostraron una aparente susceptibilidad a los inhibidores reflejado en la
supervivencia y en el talla de las larvas. Con el procedimiento utilizado para inhibir a la NOS durante
el desarrollo del axolotl, no encontramos cambios en la distribucion y el numero de neuronas
nitrérgicas en el cerebro. Por lo que sugerimos que hay larvas susceptibles a la inhibicion que

mueren Y las que sobreviven no se afectan grandemente.

Por dltimo, la inhibicion crénica del NO con L-NAME en las ratas tratadas en la etapa
postnatal temprana, produjo una reduccién en la densidad de las sinapsinas en las regiones
cerebrales estudiadas (corteza prefrontal, hipocampo y talamo). Las alteraciones causadas por la
deficiencia de NO y de sindpsinas en esta etapa critica de maduracién en la rata pueden afectar
funciones que dependen de la formacion de conexiones sinapticas, tales como el aprendizaje y la

memoria.



SUMMARY

Nitric oxide is a highly reactive and diffusible gas, which acts as an intracellular messenger in
various physiological systems. This molecule plays various functions in the immune, cardiovascular
and nervous systems. In the central nervous system it is generated by the enzyme neuronal nitric
oxide synthase (nNOS). During the neurodevelopment of vertebrates, nitric oxide synthase (NOS)
is expressed in the early stages and presents changes in neuroanatomical expression and
distribution patterns. Besides, NO plays a role in morphogenesis, synaptogenesis, and synaptic
plasticity. Administration of NOS inhibitors, such as N-G-nitro-L-arginine methy! ester (L-NAME)
and N-G-nitro-L-arginine (L-NOARG), during critical maturation periods of the central nervous
system originates alterations, for example, in the establishment of neuronal projections and
proteins that are expressed in mature neurons. In this thesis a descriptive study on the space-
temporal anatomic distribution pattern of NO producing neurons was carried out during the CNS
development of the axolotl, Ambystoma mexicanum (Chapter 1) and of other SNP positive
structures, such as nasal epithelia and neuromasts (Chapter 2). In addition NOS inhibitory effects
were analyzed with its anatagonists, L-NAME and L-NOARG, on CNS development of axolotl and
on synaptogenesis in rat (Chapter 3). For the first study, embryos and larvae of axolotls were
collected, these included from embryonic stage 13 (E13/56 h) to juvenile stages (10 months of
age), Tissues were processed for NADPH-d histochemistry and nNOS immunohistochemistry
techniques in coronal and parasagittal slices. Results showed coexistence of NAPDH-d activity and
nNOS immunoreactivity (IR-nNOS) in cerebral nuclei with the exception of olfactory bulb and
anterior olfactory nucleus. The first positive neurons and fibres were detected on day 8 (8d) and
were located in the inferior reticular nucleus in the caudal part of rombencephalon. Posteriorly, the
presence of new cerebral nuclei showing positive neurons and fibres increased in accordance to
brain development, that is, in a rostro-caudal sense. Neuromasts and olfactory receptor neurons
(NRO) of nasal epithelium were positive from day 8 of development. Olfactory epithelium of
juvenile axolotl and neotenic adult exhibited a strong NADPH-d staining in NROs located in nasal
main chamber, including those in the vomeronasal organ. IR-nNOS was mainly located in NRO
dendrites and in mucomicrociliar and mucobiliar complexes. Finally, the effect of NOS inhibitors on
CNS development and maturation was studied in a group of axolotls and one of rats. Axolotls were
treated from day 8 of embryonary development to day 30 of larval development with N-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 2.5 mM) or N-G-nitro-L-arginine (L-NORG, 2.5 mM). During
treatment, control and treated axolotls were chosen on development days 8, 14, 16, 20 and 30 to
be processed for the techniques employed previously. At the end of treatment (30d), larvae did not



show any macroanatomical alterations compared to controls. No changes in the distribution to
NADPH-d activity and synapsin | immunoreactivity were observed. Nevertheless, a significant

diminution in size and a higher mortality rate were encountered in L-NAME treated larvae.

In the rat group, pups were treated with L-NAME, 60 mg/kg/day, from postnatal day (dP) 3
to 23. NADPH-d histochemistry and synapsin | immunohistochemistry techniques were carried out
in coronal slices of pup brains at 24dP. Results showed a significative reduction in NADPH-d
activity and synapsin | immunoreactivity in the following areas: prefrontal cortex, hippocampus,

dorsal thalamus in treated pups compared to control pups.

Our results showed an early expression of NADPH-d staining and nNOS immunoreactivity
in the central and peripheral nervous systems of axolotl, suggesting NO participation in growth,
development and maturation of these systems, as well as in early physiological processes such as
swimming and sensorial transduction, specifically olfactory, in A.mexicanum. The presence of a
label on NROs of adult neotenic axolotl suggests that NO may participate in the transduction of the
adult olfactory signal, as well as regulating local blood flux and secretion of Bowman'’s glands. The
results concerning NOS inhibition effect on the development of A. mexicanum showed an apparent
susceptibility to inhibitors reflected on larva survival and size. The procedure used to inhibit NOS
during axolotl development did not reveal changes in the distribution and number of nitrergic
neurons in the brain. Thus, we suggest that there are larvae susceptible to NOS inhibition that die,

whereas those that survive are not importantly affected.

Finally, chronic NO inhibition with L-NAME in rats treated in early postnatal stages
originated a reduction in synapsin density in the brain regions studied —prefrontal cortex,
hippocampus and thalamus. Alterations as a consequence of a deficiency of NO and synapsins
during this critical maturation stage in rat may affect functions which depend on the formation of

synaptic connections, such as learning and memory.



INTRODUCCION

Esta tesis consta de tres capitulos. El primero se refiere al estudio espacio temporal
descriptivo de la distribuciéon anatémica de las neuronas productoras de NO durante el desarrollo
del SNC del axolotl, A. mexicanum y de otras estructuras como la mucosa olfatoria y los
neuromastos. En el segundo capitulo se analizan los efectos de la inhibicién de la sintasa del
oxido nitrico neuronal (NNOS), el NOARG y el NAME, sobre el desarrollo del SNC del axolotl y
sobre la sinaptogénesis en la rata.

Antecedentes Historicos

Las primeras evidencias para la identificacion y fisiologia de 6xido nitrico (NO), se llevaron
acabo en investigaciones enfocadas al estudio de los mecanismos, mediante los cuales, los
neurotransmisores regulan el tono vascular. Hasta antes de los 80 se pensaba que la relajacion
producida por las sustancias vasodilatadoras, como la acetilcolina o la bradiquinina, se debia a
que estas actuaban directamente en la capa muscular de los vasos sanguineos. En 1980,
Furchgott y Zawadzki demostraron que esta idea era errénea, ya que al separar el endotelio del
vaso sanguineo, el efecto de relajacion producido por las sustancias vasodilatadoras no se
observaba. Cuando el endotelio se reconstituia con células endoteliales en cultivo, el efecto
relajante se volvia a presentar. Estos experimentos indicaron, que en el endotelio, existe una
sustancia que se libera, y por difusion llega hasta la capa muscular de los vasos sanguineos
produciendo la relajacién, y por ello se le llamé factor relajante derivado del endotelio (FRDE)
(Furchgott, 1984). Este mismo efecto se produce en las venas, las arterias y los vasos, y se
presenta en respuesta a la presencia de una variedad de sustancias como los nucleétidos de
adenina, la trombina, la sustancia P y el ion6foro de calcio A23187 (Busse y Mulsch, 1990). Sin
embargo, algunos farmacos como los nitritos y la nitroglicerina que son los mas antiguos
vasodilatadores conocidos, ejercen también un efecto relajante en el vaso sanguineo, pero por un
mecanismo independiente del endotelio (Furchgott y Zawadzki 1980). Murad et al. (1978)
descubrieron que el efecto producido por estos farmacos, en realidad se debia a uno de sus
metabolitos: el NO, cuyas propiedades relajantes eran muy similares a las del FRDE, es decir,
ambos compuestos presentaban las mismas caracteristicas: vasodilatacion, incremento en la
produccién de monofosfato de guanocina ciclico (GMPc), su accién se inhibe por hemoglobina u

otras proteinas con el grupo hemo (Fe++), y presenta un tiempo de accién corto (4 a 6 s).



Todas estas similitudes entre el NO y el FRDE, llevaron a sugerir a Furchgott y Zawadzki
(1980) que eran una misma sustancia. El grupo de Moncada en 1987, trabajando con células
endoteliales en cultivo, determind que no existia diferencia entre ambos compuestos en cuanto a
su actividad bioldgica, estabilidad y susceptibilidad a inhibidores o potenciadores del efecto
relajante, concluyendo entonces que el FRDE era en realidad OXIDO NITRICO (Palmer et al.,
1987).

Desde 1977, se conocia que al exponer homogenados de corteza cerebral de ratén en
presencia de oxido nitrico exdgeno o nitrosaminas, se activaba a la guanilato ciclasa (GC), la
enzima que sintetiza al GMPc, y que este efecto se inhibia por hemoglobina (Moncada, 1992).
Ese mismo ano, Deguchi y col. (1977) reportaron que la fraccion soluble de GMP de cerebro
anterior de rata contenia una sustancia endégena de peso molecular bajo, que activaba también a
la GC y su accién se inhibia por hemoglobina, como sucedia en el sistema vascular con el 6xido
nitrico. Propusieron entonces que dicha sustancia estaba relacionada con las nitrosaminas
(Deguchi, 1977). En 1982, este mismo grupo encontré que el aminoacido L-arginina en células de
neuroblastoma era el activador endégeno de la GC (Deguchi y Yoshioka, 1982). Es hasta que
Palmer y col. (1988) determinan, en células endoteliales que a partir de la L-arginina se sintetiza
el NO y la L-citrulina, y es cuando este hallazgo adquiere mayor importancia. Posteriormente,
Knowles y col. (1989), encuentran que la formacién de NO en el SNC sigue la misma ruta

biosintética.

Generalidades del Oxido Nitrico

El éxido nitrico (NO, mondxido de nitrégeno) es una molécula mensajera producida por
células endoteliales, macréfagos, neuronas y otros tejidos (Dawson, 1992; Snyder, 1992). Su
descubrimiento como molécula mensajera abri6 un nuevo panorama en los procesos de
comunicacién celular y neuronal en los que esta involucrado debido a que presenta caracteristicas
quimicas particulares como son: esta compuesto de nitrégeno y oxigeno (NO), su peso molecular
es de 30 g/mol, es un radical libre altamente reactivo y presenta una gran liposolubilidad por lo
que puede difundirse libremente a través de las membranas. Posee una vida media del orden de
segundos y se sintetiza a demanda. No tiene un sitio de almacenamiento especifico en las células
y puede funcionar como su receptor el Fe*t* ¢ el S- de diversas metaloproteinas a las cuales se
une (Marletta, 1989; Moncada et al., 1991; Nathan, 1992; Marletta, 1993).

El NO actia por lo menos en tres sistemas: en el sistema inmunoldgico, es el responsable

de la destruccion de bacterias y células tumorales; en el sistema circulatorio, induce la relajacién
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vascular (Furchgott et al., 1984). En el sistema nervioso, se le ha implicado en procesos celulares
tales como: liberacion de neurotransmisores, citotoxicidad y muerte neuronal (Dawson et al.,
1991), regulacion del flujo sanguineo cerebral (ladecola, 1993), la potenciacién a largo plazo en
proceso de memoria y aprendizaje y la toxicidad mediada por el receptor NMDA (Dawson y
Snyder, 1994). El NO esta relacionado con enfermedades neurodegenerativas tales como: el
Alzheimer, la Corea de Huntington y el dafno cerebral por isquemia hipoxica, donde las neuronas
que producen NO tienen una resistencia selectiva a la neurodegeneraciéon asociada con estas
enfermedades (Snyder y Bredt, 1992).

Biosintesis del NO

El NO y su coproducto de reaccion, la L-citrulina, se forman durante la oxidacién de la
guanidina nitrogenada del aminoacido L-arginina, una reaccién bioquimica que cataliza la enzima
sintasa del 6xido nitrico (NOS) (Palmer et al., 1988). De esta enzima se han caracterizado tres
isoformas: la neuronal (bNOS, nNOS, NOS tipo 1), la inducible (INOS, NOS Tipo Il), localizada en
los macréfagos y en varias otras células de mamiferos y la endotelial (eNOS, cNOS, NOS tipo I11)
(Lowesteir y Snyder, 1992; Marletta, 1993; Mayer, 1995). La NOS neuronal y endotelial son
producidas constitutivamente y son dependientes de Cat*/Calmodulina, ambas producen
cantidades picomolares de NO. La inducible a diferencia de las otras se expresa en bajas
concentraciones en condiciones basales y se induce por diferentes estimulos o agentes quimicos
como las citokinas (y-interferén) y lipopolisacaridos de bacterias, y no es dependiente de calcio
para su actividad (Stuehr y Griffit, 1992). La inducciéon de la INOS puede formar grandes
cantidades (> 1000 veces) de NO por largos periodos de tiempos comparados con las nNOS o la
eNOS ( Robbins y Grisham, 1997) (Fig. 1).

El éxido nitrico se produce en el citoplasma de la neurona postsinaptica, se difunde a través
de la membrana en direccién radial y retrégrada hacia la neurona presinéptica, por esta ultima
razén se le denomina mensajero retrégrado. Una vez en el citoplasma de la célula presinaptica;
se une al grupo hemo de la guanilato ciclasa (GC) y activa la sintesis de GMPc, produciendo un
incremento en la concentracion de este nucleédtido (Garthwaite et al., 1988; Gally et al., 1990) (fig.

2). En el sistema nervioso, la nNOS se localiza en neuronas, mientras que la INOS se encuentra

en el tejido glial (Stuehr y Griffith, 1992).
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Figura. 1. Esquema representativo de la secuencia de aminodcidos de las tres isoformas de la sintasa del 6xido nitrico de mamiferos
y de la P-450 reductasa. Estas cuatro proteinas tienen varias caracteristicas en comun, su secuencia carboxilo terminal es similar y
constituye el dominio reductor, que presenta sitios de unién para FMN y FAD, asi como para NADPH, La parte amino terminal
contiene el dominio oxigenasa que en la NOS endotelial y neuronal tiene un sitio de fosforilacién. Todas las NOS estan constituidas
por una regién de 320 aminodcidos que se piensa que posee los sitios de unién para el grupo hemo, las tetrahidrobioproteinas vy la
arginina. Los dominios oxigenasa y reductasa estan separados por un sitio de unién para el complejo Ca'*/Calmudulina. FMN=
dinucledtido de flavina, NADPH= nicotin adenin dinucledtido fosfato, CaM= sitio de unién para calmodulina, P= sitio de fosforilacién.

Aunque la distribucion de las dos enzimas en el sistema nervioso es diferente y necesita distintas
sefnales para ser activadas, ambas requieren para su funcionamiento de los cofactores;
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), tetrahidrobiopterina (TBH4), y flavinas
(FAD/FMN) (Bredt y Snyder, 1990; Forsterman et al., 1991; Murphy et al., 1993). El éxido nitrico
se libera en grupos neuronales que presentan receptores sinépticos para los aminoacidos
excitadores como N-metil-D-aspartato (NMDA) y el kainato (Bredt y Syder, 1989; Garthwaite et al.,
1989a,b). Se sabe que al estimular el receptor NMDA se genera una corriente entrante de Ca*+*
que incrementa la concentracion de este ion en la terminal postsindptica (MacDemont et al.,
1986). El Cat™* al unirse a la proteina calmodulina forma un complejo Ca**/Calmodulina que
junto con el cofactor BH4 se unen a la nNOS, la cual esta asociada a la proteina de densidad

postsindptica (PSD-95) en la membrana neuronal y la mueven hacia el citoplasma



(Christopherson et al., 1999). Ahi es desfosforilada por la calcineurina e inicia, a partir de L-
arginina, la produccién de NO y de su coproducto L-citrulina. Posteriormente el NO generado
intervendra en diferentes funciones neuronales (Bredt y Snyder, 1990: Moncada, 1992).

Ca2+
aZ2+/CaM Calcineurina

Pi

BH"®

modificacién de dcidos nucleicoe

Figura 2. Mecanismo de biosintesis y accion del oxido nitrico (NO) en las neuronas. Este diagrama muestra la activacién de la sintesis
del NO por el aminoacido glutamico (glu), asi como las diferentes acciones propuestas que puede tener el NO al difundirse a través de
la membrana, ya sea en las neuronas presindpticas ¢ en la neurona donde fue sintetizado. NOS: sintasa del 6xido nitrico, GC-S:
guanilato ciclasa soluble, tetrahidrobiopterina (BH4). Esquema modificado de Stuehr y Griffith, 1992.



Localizacién del NO en Tejido Cerebral

Las células que sintetizan NO pueden observarse por medio de técnicas
inmunohistoquimicas e histoquimicas. En la técnica inmunohistoquimica se emplean anticuerpos
especificos para la localizacion de los tres tipos de isoenzimas de la NOS (Kishimoto et al., 1993,
Herbison et al., 1996). Ademas se han desarrollado anticuerpos para detectar a la L-arginina y a
la citrulina, el precursor y el coproducto de la biosintesis del NO (Xie et al., 2002).

Histoquimica para la NADPH-d

El método histoquimico se basa en revelar la actividad de la enzima NADPH-diaforasa
(NADPH-d). Este método consiste en la incubacién del tejido en un medio que contiene una sal
soluble de B-NADPH, un aceptor artificial (cromégeno), un detergente para permear el tejido, la
enzima oxidativa presente en el tejido que cataliza la transferencia de un electrén de la molécula
NADPH a una sal, el azul de nitrotetrazolio. Esta reaccion produce un precipitado insoluble de
color azul oscuro en las neuronas que producen NO. La actividad llamada NADPH-diaforasa de la
enzima produce una tincién en las neuronas que contienen la NOS y es cominmente usada como
un marcador histoquimico para la nNOS. Sin embargo, la técnica histoquimica para la NOS no
puede considerarse como totalmente especifica, ya que puede marcar a la NOS endotelial en
areas cerebrales donde se ha descrito (Matsumoto et al., 1993; Tracey et al., 1993; Dinerman et
al., 1994). Sin embargo, Matsumoto y col. (1993), demostraron que con la fijacion con
paraformaldehido al 4% durante dos horas se puede asegurar que esta actividad diaforasica
pertenece exclusivamente a la nNOS. Diversos estudios demostraron que tanto la NADPH-d
como la NOS tienen la misma distribuciéon en el SNC (Dawson et al., 1991). No obstante existen
evidencias en varios vertebrados de que su localizacién no es idéntica en algunas estructuras del
SNC y SNP como es el bulbo olfatorio, el ntcleo principal olfatorio, la mucosa olfatoria y glandula
adrenal. Al respecto se ha sugerido que puede deberse al tipo, tiempo y concentracién de fijador
(paraformaldehido) utilizado para la perfusion, asi como a la diferente sensibilidad que tienen los
métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos de la deteccion de la NOS (Hope et al., 1991; Kidd
et al., 1995).

También se utiliza la técnica de hibridacién in situ con sondas marcadas con radioactividad
para el estudio de la distribucion del RNA mensajero de la NOS en tejido neuronal (Bredt et al.,
1991: Kishimoto et al., 1993). Estas sondas estén formadas por secuencias de 40-50 nucleétidos
con una regién conservada de humano y rata y se usaron en los primeros estudios

neuroanatéomicos (Dawson et al.,, 1991). También se emplean ribopruebas radiactivas o no



radiactivas con la mas alta especificidad y afinidad con mejores resultados (Endoh et al., 1994;

Iwase et al., 1998).

Tabla I. Distribucién de la nNOS/NADPH-d en el sistema nervioso central de la rata

Nucleo claustrum
Bulbo olfatorio accesorio

neurosecretor y cuerpos
mamilares)
Talamo

Ndcleo linear rostral
del rafe
Nucleo rafe dorsal

ESTRUCTURA
TELENCEFALO DIENCEFALO MESENCEFALO PUENTE/MEDULA
Corteza cerebral Hipotdlamo Tegmentum ventral Nucleos pedunculopuntino
N. endopiriforme ventral (Sistema perivascular Nucleo interpeduncular Tegmental laterodorsal

Tegmental ventral
N. pontino reticulo-tegmental
Nucleo parabraquial

Y principal Eminencia media Nucleo central gris Locus coeruleus

N. olfatorio posterior Nucleo peripeduncular Nucleo trigéminal sensorial
Y anterior Sustancia nigra parte lateral Cuerpo trapezoide
Precomisura hipocampal Nucleo geniculado Rafe magnus

Tecta taenia Coliculo inferior y superior Nucleo reticular pontino
Nucleo acumbens Cerebelo Ndcleo supragenual

Estria terminalis N. hipoglossal prepositus

Putamen caudado N. vestibular espinal y
Tubérculo olfatorio medial

Islas de Calleja Nucleo coclear dorsal

Septum Campo reticular medular
Globo palido Tracto solitario

Sustancia innominata N. cuneate y gracile
Hipocampo N. dorsal del nervio vago y
Amigdala oral

N. trigéminal espinal

Distribucion del NO en el Sistema Nervioso

El conocimiento de la distribucién de las neuronas productoras de éxido nitrico se debe a la
implementacién de la histoquimica de la NADPH-d en tejido fijado con paraformaldehido que llevo
al uso frecuente de este método para estudios neuroanatémicos incluso antes de conocer la
naturaleza de la enzima, este método ya se utilizaba (Thomas y Pearse, 1964; Bara, 1979;
Scherer-Singler et al., 1983). La demostracion de que la tincién histoquimica de la NADPH-d es
debida a la actividad de la NOS (Hope et al., 1991) rapidamente permiti6 hacer posible un
andlisis detallado anatémico de las neuronas productoras de NO en el sistema nervioso central
(Vincent y Hope, 1992; Vincent y Kimura, 1992).
inmunorreactividad a la NOS y de actividad a la NADPH-d en los ratones que carecen de la nNOS
provee evidencias definitivas de la especificidad de este procedimiento histoquimico simple

(Huang et al., 1993).

La ausencia de la expresion de

La distribucion anatémica de la actividad de la NADPH-d e inmunorreactividad a la NOS se
estudiaron primero en el sistema nervioso central de la rata (Vincent y Kimura, 1992; Rodrigo et

al., 1994), posteriormente se estudiaron otros vertebrados de la escala filogenética (ver Tabla II).
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La mayoria de ellos presentan una distribuciéon neuroanatémica similar. La nNOS tiene una
distribucion anatémica amplia en el sistema nervioso, por lo que el NO producido por esta enzima
participa en diversos procesos fisioldgicos del sistema nervioso. En la tabla | se muestra de
manera general la distribucion de esta enzima en SNC de la rata (Vincent y Kimura, 1992;
Rodrigo et al., 1994).

Funciones del NO

EI NO en el SNC esta involucrado en un gran numero de funciones como: en la liberacion de
neurotransmisores (Moncada et al., 1991; Dawson et al, 1994; Garthwaite y Boulton, 1995), en la
potenciacion a largo plazo durante los procesos de aprendizaje y memoria (Huang, 1997;
Myslivecek, 1997; Yamada, 1998; Hawkins et al., 1998; McCabe y Nicol, 1999; Rose, 2000; Das,
2003). El fuerte incremento de la produccién de NO esta asociada con neurotoxicidad y en otros
casos funciona como neuroprotector, dependiendo del estado oxidativo de esta molécula (Crow y
Beckman, 1995; Paakkari y Lindsberg, 1995; Rubbo et al., 1996; Minagar et al., 2002; Asanuma,
2003; Contestabile et al., 2003; Jacintho y Kovacic 2003). Participa en los procesos de la
nocicepcion (Zimmermann M. 2001; Rao, 2002; Yeo, 2002; Buzzi et al., 2003; Monck, 2003), y en
funciones neurovasculares (Ziche y Morbidelli, 2000; Hintze, 2001; Vallance y Chan, 2001; Ignarro
et al., 2002; Faraci, 2003; Walford y Loscalzo, 2003). En el sistema nervioso periférico, el NO
provoca la relajacion del musculo liso no vascular y vascular (Moncada et al., 1997; Hirooka y
Takeshita, 2000; Hintze, 2001; Ignarro et al., 2002). En el sistema immune, el NO esta involucrado
en la patogénesis y control de enfermedades infecciosas, tumores, procesos autoinmunes y
enfermedades degenerativas crénicas (Heales, 1997; Parkinson, 1997; Dawson y Dawson, 1998;
Bogdan, 2001; Coleman, 2001; Maccioni, 2001; Potenza et al., 2001; Czlonkowska, 2002;
Asanuma, 2003; Ischiropoulos H y Beckman, 2003).

Aspectos filogenéticos del NO

El NO fue originalmente identificado en bacterias (Najjar y Allen, 1954; Verhoeven 1956).
Posteriormente, se identificé en tejido de mamifero, sin embargo con las técnicas de biologia
molecular se sabe que el NO es un mensajero neuronal de origen filogenético temprano que se
ha conservado a través de la evolucién de los vertebrados. La presencia de la NOS se ha
demostrado en diferentes especies de invertebrados y vertebrados a lo largo de la escala
filogenética: Moluscos (Elofsson et al., 1993; Moroz et al., 1993; Sénchez-Alvarez et al., 1994;
Jacklet y Gruhn, 1994; Gelperin, 1994; Serfozo et al., 2002; Taylor et al., 2003), artropodos
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(Elphick et al., 1993; Muller y Buchner, 1993; Davies, 2000; Bicker, 2001a,b), crustéaceos (Elphick
et al., 1993; Talavera et al., 1995; Hermann y Erxleben, 2001; Erxleben y Hermann, 2001; Scholz,
2002), cicléstomos (Schober et al., 1994; Zielinski et al., 1996), peces (Schober et al., 1993;
Ostholm et al., 1994; Bordieri et al., 2003; Singru et al., 2003; Yamamoto et al., 2003), anfibios
(Sato, 1990; Li et al., 1992; Ledn-Olea et al., 1994; Gonzalez et al., 1996; Flores et al., 1996
Mufoz et al., 1996; Sanchez-Islas y Ledn-Olea, 2001; Gonzélez et al., 2002; Pisu et al., 2002;
Gonzalez et al., 2003), reptiles (Regidor y Ponch, 1988; Brining et al., 1994; Cao y Eldred, 2001;
Moon et al, 2002), aves (Brining, 1993; Li y Furness, 1994; Atoji et al., 2001; Rickard y Gibbs,
2003) y mamiferos (Mizukawa et al., 1989; Vicent y Kimura, 1992; Egberongbe, 1994; Judas,
1999; Lazarov, 2002) (Tabla ).

Tabla II. Oxido Nitrico en la escala filogenética

Philum Sistema Refs.
Mamiferos
Humano, rata, ratén SNC 70, 50, 238, 283, 63, 152
Aves
Pichén, pollo doméstico SNC 4,25
Reptiles
Tortuga (Pseudemys scripta elegans) SNC 26
Anfibios
Xenopus lasvis SNC 28
Rana esculenta SNC 35
Rana perezi SNC 208
Axolotl, Ambystoma mexicanum SNC 164
Pleurodeles waltlii SNC 199
Peces
Trucha (Oncorhynchus mickiss) SN 253
Pez Dorado SN 27
Agnatos
Cicléstomos (Lampetra planeri) SN 254
Artrépodos
Mosca (Drosophila melanogaster ) SN 204
Abeja (Apis mellifera) SN 205
Crustéiceos
Acocil (Cambarellus montezumae) SN (ganglio) 269
Moluscos
Helix aspersa SN (ganglio periesofdgico) 245
Helix pomatia SN (ganglios) 295
llyanassa obsoleta SN ( ganglio central) 295
Octopus vulgaris SN ( ganglios) 295
Pleureobranchaea californica SN (ganglios) 295
Hurudinio
Sangtijuela SN (ganglios) 162

El NO Durante el Desarrollo

Los primeros estudios de la distribucién anatémica de las neuronas nitrergicas durante el
desarrollo del cerebro se hicieron principalmente en la rata. Estos se realizaron en areas

especificas cerebrales con el uso de la técnica histoquimica para la NADPH-d (Vincent, 2000).
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Utilizando la misma técnica, se han hecho estudios para ver el comienzo y las variaciones de las

neuronas nitrergicas durante el desarrollo prenatal y postnatal del cerebro de rata.

En estadios tempranos, las neuronas positivas a la NADPH-d tienen una morfologia
inmadura, con procesos irregulares y delgadas, las cuales se van haciendo mas largas y
regulares durante los subsecuentes estadios del desarrollo hasta alcanzar el fenotipo maduro.
Asi, las caracteristicas maduras tales como tamano, numero de procesos celulares e intensidad
de tincion definen a las células positivas a la NADPH-d en cada una de los estados del desarrollo.
El patrén de distribucién de la actividad de la NADPH-d como la inmunorreactividad de la NOS
son similares en los mismos estados de desarrollo. Los elementos neuronales marcados con la
NADPH-d son mas evidentes, incluyendo porciones del arbol dendritico y la longitud de los

axones que no se observan claramente con la inmunohistoquimica para la NOS (Vincent, 2000).

Los estudios de la NOS durante el desarrollo sugieren que el NO tienen un papel en la
morfogénesis, en la plasticidad y maduracién sinéptica y en la formacién del patrén de conexion
del sistema nervioso durante el desarrollo (Gally et al., 1990; Edelman y Gally, 1992; Derer y
Derer, 1993; Douglas et al., 1993; Bredt y Snyder, 1994; Giuili et al., 1994; Williams et al., 1994;
Wu et al., 1994; Terada et al., 1996; Bertini y Bentivoglio, 1997). En este sentido, la expresion de
la NADPH-d en varias regiones cerebrales se correlacionan con el tiempo de innervacion. Este es
el caso de las fibras musgosas en el cerebelo, y en las conexiones talamo-cortical (Bredt y
Snyder, 1994) y nigro-estriatal (Derer y Derer, 1993). También el patrén espacio temporal de la
expresion de NADPH-d observado en las neuronas del tdlamo y tectum es durante la innervacion
de estas regiones (Williams et al., 1994; Bertini y Bentivoglio, 1997). Bredt y Snyder (1994)
reportaron la expresion temporal de la NOSn en las neuronas de la placa cortical cerebral en los
dias embrionarios E15-E19 de la rata. Durante estos dias las neuronas presentan una marca
intensa, la cual se correlaciona con la extension de sus prolongaciones a través del cuerpo
estriado y el talamo. Esta marca decae rapidamente y desaparece en el dia 15 postnatal. Giuili y
col. (1994) utilizaron hibridacién in situ, para ver la distribucion del RNAm de la NOS, en el
cerebro del raton durante el desarrollo embrionario y postnatal. Ellos encontraron que el RNAm de
la NOS se expresa a los 19 dias de gestacion en diferentes capas del neuroepitelio cortical,
neuroepitelio colicular, puente y se reduce marcadamente en el estado postnatal temprano,
excepto en el bulbo olfatorio accesorio y ntcleo pedunculo pontino. En el estado postnatal hay un
incremento del RNAm en el hipocampo y en la capa molecular del cerebelo. Terada y col. (1996)
reportaron la distribucion de NO entre los dias embrionarios 15 (E15) y 19 (E19), estadios
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tempranos importantes de neurogénesis y de actividad sindptica. Ellos sugieren que la expresién
temporal de la NOSn puede reflejar un papel importante en los procesos de neurogénesis,
sinaptogénesis y crecimiento neuronal.

El NO tiene un papel en la formacién del patrén sinaptico durante el aprendizaje, asi como
en el establecimiento y refinamiento de proyecciones axonales durante el desarrollo y la
regeneracion (Gally et al., 1990; Edelman y Gally, 1992; Derer y Derer, 1993; Douglas et al.,
1993; Williams et al., 1994; Wu et al., 1994). Estos procesos pueden ser criticos para el desarrollo
normal de las proyecciones topograficamente organizadas, tales como las proyecciones retino-

colicular y cortico-colicular (Tenério et al., 1996).

En el desarrollo embrionario del sistema olfatorio de la rata, las neuronas receptoras
olfatorias expresan nNOS durante su migraciéon y durante el establecimiento de las sinapsis
primarias en el bulbo olfatorio. La expresién de la nNOS decae rapidamente después del
nacimiento y no se detecta en el dia 7 postnatal. Ademas, la expresion de la NOS es rapidamente
inducida en la regeneracion de las neuronas receptoras olfatorias después de una bulbectomia y
se localiza particularmente en los axones en crecimiento. Asi, el NO puede jugar un papel en el
establecimiento de proyecciones en el desarrollo y regeneracion de las neuronas olfatorias
(Roskams et al., 1994).

Recientemente, Peunova y col. (2001) clonaron el gen que codifica a la sintasa del 6xido
nitrico neuronal del Xenopus laevis (NOSx) y reportaron el papel del NO en la morfogénesis del
cerebro, particularmente en el tectum de este anfibio. Este grupo determiné el patron de
desarrollo de expresion del gen y lo compararon con el patrén de distribucion de la NADPH-d,
encontrando que ambos patrones son similares. En este estudio probaron los efectos de la
generaciéon e inhibicion del NO en el desarrollo del cerebro de los renacuajos de Xenopus y
encontraron que la generacién e inhibicién de NO afecta la proliferacién celular y el numero total
de células en el tectum del Xenopus. Estos efectos reciprocos de ganancia y perdida de NO, en la
proliferaciéon celular, apoyan un modelo en el cual el NO actia como un regulador negativo de la

proliferacion celular en el cerebro intacto de varios vertebrados.

Oxido Nitrico en Anfibios
La actividad de la NADPH-d en los anfibios se ha estudiado en diferentes estructuras, tanto
del SNP como del SNC: retina (Sato, 1990; Angotzi et al., 2002), pineal (Sato, 1990), sistema
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hipotalamo-hipofisial (Prasada-Rao et al., 1997), oido (Li et al., 1992; Flores y col., 1996), epitelio
nasal (Sanchez-lslas y Ledn-Olea, 2001), intestino (Olsson, 2002), tracto gastro-intestinal
(Badawy y Reinecke, 2003), bulbo olfatorio (Porteros et al., 1996). La actividad de la NADPH-d
en anfibios se ha integrado con amplios estudios de la distribucién completa de esta enzima en el
cerebro de anfibios urodelos, el axolotl Ambystoma mexicanum (Leén-Olea et al., 1994) y la
salamandra Pleurodeles waltl (Gonzalez et al., 1996) y de anuros, Rana perezi (Munoz et al.,
1996) y Xenopus laevis (Briining y Mayer, 1996)(Tabla Ill). En el SNC de estos anfibios se reporta
una distribuciéon amplia de la presencia de la NADPH-d. Esto sugiere que el NO participa en

diferentes funciones cerebrales similares entre los diferentes anfibios.

Tabla lll. Distribucién del éxido nitrico en el SNC de anfibios

Ambystoma mexicanum Pleurodeles walltii (salamandra) Rana perezi (rana)

(axolotl, adulto neoténico)

Telencéfalo Telencéfalo Telencéfalo

Bulbo olfatorio Bulbos olfatorios Bulbo olfatorio

Ncleo accesorio olfatorio Region pallial Region palial

Palio dorsal Septum Area septal

Palio hipocampal Striatum caudal Ndcleos de la banda diagonal

Palio piriforme Amigdala Striatum

Striatum Area predptica Amigdala

Amigdala-striatum Diencéfalo Area predptica

Nucleo predptico Hipotalamo (parte ventral y Receso infundibular del 11l v
Diencéfalo Tubérculo posterior) Diencéfalo

Eminencia media Mesencéfalo Nucleo hipotalamico

Habenula Tectum Supraquiasmatico y

Hipotalamo Tegmentum mesencefalico magnocelular

Nucleos taldmicos Regién istmica Nucleo talamico
Mesencéfalo Rombencéfalo Mesencéfalo

Area pretectal

Tectum dptico mesencefélico

Torus semicircularis
Rombencéfalo

Tegmentum Tracto trigéminal
Tectum Tracto solitario
Nucleo del trigémino Nucleo rafe

Nucleo istmico Formacién reticular

Cerebelo

Rombencéfalo
Nucleo del tracto solitario
Ncleo reticular inferior

Area octava

Nucleo del rafe

Nucleo reticular

Nucleo trigéminal sensorial

Nucleo del tracto solitario

Niveles obex

Nucleo de la columna dorsal
Munoz et al. (1996)

Ledn-Olea et al. (1994) Gonzalez et al. (1996)

Oxido Nitrico en el SNC del Ambystoma mexicanum

El Ambystoma mexicanum es un anfibio que por sus caracteristicas biologicas particulares
resulta ser un modelo idéneo para los estudios ontogenéticos. Una de estas caracteristicas es
que el A, mexicanum es un anfibio "neoténico obligado inducible", esto quiere decir que no sufre
metamorfosis en condiciones naturales, llega a la madurez sexual y se reproduce, conservando
su morfologia de larva. La metamorfosis se puede inducir experimentalmente, mediante la
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administracion de tetrayodotironina (T4) lo que desencadena una serie de eventos metabdlicos
que producen la transformacién. Es oviparo y los huevos ya fecundados son depositados en el

exterior, por lo que se puede seguir su desarrollo embrionario.

En este anfibio hemos realizado estudios inmunohistoquimicos para ver la localizacién
anatémica en el sistema nervioso central y periférico de péptidos como los opioides: leu-, met-
encefalina, beta-endorfina, octapéptido y nociceptina/orfanina FQ (Leén-Olea et al., 1991,
Sanchez-Islas et al., 1994, Mucio-Ramirez et al., 2001; Sanchez-Islas y Le6n-Olea, 2001). La
NADPH-d tiene una amplia distribucién de neuronas y fibras positivas en el cerebro del axolotl
adulto neoténico. Principalmente en el bulbo olfatorio, nucleo anterior olfatorio, comisura, nucleo
del palio dorsal, estriado y piriforme, en la zona del la amigdala-estriado, eminencia media,
hipotdlamo, nucleos talamicos, tectum, nicleo del trigémino, nucleo istmico, cerebelo, nicleo

reticular inferior, ntcleo de los tractos solitarios (Ledn-Olea et al., 1994).



CAPITULO |

Distribucion Anatdomica de la Sintasa del Oxido Nitrico Durante el
Desarrollo del Sistema Nervioso Central del Axolotl, Ambystoma
mexicanum

El propésito de este estudio fue documentar el desarrollo espacio temporal de las neuronas
productoras de 6xido nitrico durante el desarrollo del SNC del Ambystoma mexicanum. Por lo que
se propuso realizar un estudio ontogenético de la distribucién anatémica del éxido nitrico en el
sistema nervioso del A. mexicanum, utilizando la técnica histoquimica de la NADPH-d y la
inmunohistoquimica para NOS para determinar el inicio y distribucién de las neuronas productoras

de NO durante el desarrollo.

Planteamiento del Problema

En mamiferos se describié la presencia de neuronas productoras de o6xido nitrico en
estadios tempranos del desarrollo del SNC. En el A. mexicanum, demostramos la existencia y
distribucién anatémica del NO en el cerebro del adulto neoténico. Dado que se ha sugerido un
papel importante del éxido nitrico en el desarrollo y crecimiento del SNC de vertebrados. El interés
del primer capitulo fue conocer la distribucion espacio temporal del NO durante el desarrolio del

SNC del A. mexicanum.

Objetivo General

Realizar un estudio de la distribucién anatémica del 6xido nitrico durante el desarrollo del
sistema nervioso central del axolotl, Ambystoma mexicanum. Iniciandose en la etapa de
neurulacion hasta la etapa juvenil, utilizando la técnica histoquimica de NADPH-d y la

inmunohistoquimica para la NOS.

Objetivos Especificos
Conocer en qué etapa se inicia la presencia de neuronas y fibras nitrérgicas asi como
determinar la morfologia de éstas y su localizacién anatémica por medio de la técnica a la

NADPH-d e inmunorreactividad a la nNOS en neuronas y fibras.



Establecer si hay diferencias en la distribucién de la NADPH-d y la nNOS en las diferentes
etapas del desarrollo embrionario con la del adulto.

Comparar la distribucién anatémica y temporal de las neuronas y fibras nitrérgicas durante
la ontogenia del A. mexicanum con la de otras especies de vertebrados descritos por otros
grupos.

Describir la existencia y localizacién de otras estructuras positivas a la NADPH-d y a la
NOSn relacionadas con el SNC, como son: el epitelio nasal y los receptores sensoriales de la
linea lateral (neuromastos), durante el desarrollo ontogenético del A. mexicanum.

Materiales y Métodos

Los experimentos se hicieron de acuerdo a las guias de cuidado y uso de animales de
laboratorio del Instituto Nacional de Psiquiatria RF y del ILAR of National Research Council para el
uso de animales experimentales, después de ser aprobados por comité local de bioética del

mismo instituto.

Se utilizaron ajolotes de la especie Ambystoma mexicanum (axolotl), adultos neoténicos de
uno y otro sexo, los cuales se obtuvieron del Lago de Xochimilco en México, D.F. y se
mantuvieron en un acuario abierto a una temperatura de 18 a 20 °C, con un ciclo de
luz/obscuridad de 10/14h y se alimentaron con peces vivos pequeios y artemia salina. La
temporada de reproduccion de estos anfibios es en las estaciones de invierno y primavera. Previo
a esta temporada se formaron parejas de ajolotes para su reproduccion en las condiciones del

laboratorio.

Ovoposicion

La reproduccion natural del axolotl, que es durante el invierno y la primavera, en esta época
se utilizaron 10 parejas de axolotls. Se colocaron dos parejas de hembras con machos por pecera
hasta su reproduccién en condiciones de laboratorio, durante estas dos temporadas. Las peceras
se prepararon con filtros con carbén activado para mantener la calidad del agua. Cuando se
produjo la ovoposicién, los huevos se sacaron de las peceras y se colocaron en una caja de
acrilico transparente que contenian 2 | de solucién de Steinberg [(NaCl (3.4 g), KCI (0.05 g),
CaCly (0.05 g), MgS0O4. 7 H20 (0.205 g), y buffer HEPES (1.10 g/1 | de agua destilada)] al 20%
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(PH, 7.4), con aireacidn. A partir de ese momento se observé el desarrollo de los huevos para que

en el momento de comenzar la neurulaciéon se hiciera el muestreo.

Muestreo

Para identificar las etapas del desarrollo se utilizaron las tablas de desarrollo descritas por
Harrison (1969), Schreckenberg y Jacobson (1980), Bordzilovskaya et. al. (1989) para hacer el

muestreo desde la neurulacion (Estadio 13, que se presenta entre las 55 a 56.30 h después de la

primera division), hasta la etapa juvenil (10 meses). El muestreo se realizé de la siguiente manera:

Después de las 56 h de desarrollo (etapa 13 después de la primera divisién) se colectaron
12 ejemplares, cada 8 h. El tiempo en que se lleva acabo la neurulaciéon es de 16 h. Luego se

colectaron 12 ejemplares cada 48, hasta llegar a un 1 mes de edad. Posteriormente se escogieron
12 ejemplares cada 7 dias (168 h) hasta que las larvas tuvieran 2 meses de edad y se colectaron

8 larvas a los 3, 6 y 10 meses. Se obtuvo un total de 24 grupos de muestras (Tabla IV, Fig. 3).

El calendario de la toma de muestras se plane6 de esta forma porque al comienzo de la

neurulacion los cambios neuroanatémicos se suceden mas rapidamente, después se alargo el

tiempo de muestreo, ya que en estas etapas los cambios no son tan rapidos (Schreckenberg y
Jacobson, 1980).

Tabla IV. Calendario de la toma de muestras

Grupo 1 2 |3(4 |5 |6 |7 |8 |9 |10|11 |12 |13 |14 |15 |16 (17 (18 |19 |20 |21 |22 |23 |24
Edad

Muestreadal 56h | 64h | 72h|6d |8d |10d|12d| 14d| 16d| 18d | 20d|22d | 24d | 26d | 28d | 1m | 37d | 44d | 51d| 57d|2m | 3m | 6m | 10m
No . de 1212 (12 (12|12 |12 |12 |12 |12 |12 (12|12 |12 |12 |12 (12 |12 |12 |12 |12 |8 |8 |8 (8
Ejemplares
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Procesamiento de las muestras y obtencién del tejido cerebral

Las muestras se fijaron en paraformaldehido al 4% (PF) durante 6 h. A partir de los seis
meses los axolotls se perfundieron de la siguiente manera: los animales se anestesiaron por
inmersion en etil p-amino benzoato (benzocaina, Sigma, 0.02%) y se perfundieron a través del
cono arterioso con 100 ml de solucién salina fria mas heparina (Lab. Pisa, Guadalajara, Jal.,
México) seguida por 250 ml de solucién fijadora de PF en buffer fosfatos salino (PBS, 0.1 M, pH
7.4).

! )
Etapa 13 7/ i

(56h)

] I v 1

I i .

Lo (1 mes) (2 meses) (meses)| (10 meses)|
1)

b i : : |

Lo : I i ]

e e e i ik S —— i o s e i i i S i W i i e e e s e e

n=5 cl4gh n=5 c/148 h -

Inicio de la primera division

Figura 3. Representacion esquematica de la toma de muestras en cada una de las horas y meses escogidos del
desarrollo del axolotl, Ambystoma mexicanum.

Se extrajo el cerebro y sé postfijé por inmersién en la misma solucién fijadora (6 h, 4 °C).
Tanto las larvas como los cerebros de los axolotls se equilibraron en sacarosa 30% en PBS a 4 °C
y se almacenaron hasta ser utilizados. Posteriormente, se cortaron coronal y parasagitalmente
(15-25 um) con un criostato (-18 °C) y se montaron en portacbjetos previamente gelatinizados.

Los cortes se secaron y se almacenaron (4 °C, 24 h).
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Estudio histoquimico

La técnica para la NADPH-d se utilizé para el estudio de la existencia y localizacién
anatémica y de las neuronas y fibras nerviosas positivas a esta enzima durante el desarrollo del
SNC de A. mexicanum.

Técnica histoquimica para la NADPH-d (Vicent y Kimura, 1992). Esta técnica consisti6
en la incubacioén de los cortes cerebrales en 10 ml de buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.4, 37 °C) en
una mezcla con 0.3% de Triton X-100, 1 mg/ml NADPH, 10 mg/ml de azul de nitrotetrazolio
(NBT), durante 1 h y 45 min. Los portaobjetos se lavaron y dejaron secar. Los cortes se hidrataron
y algunos se contratineron con safranina al 0.01% y se montaron en resina sintética. Las
preparaciones se analizaron con el microscopio 6ptico, y se tomaron fotomicrografias con pelicula

para papel EKTAR 25 y para diapositivas Ektar 64 profesional.

Para determinar la especificidad de la tinciéon de la NADPH-d, en los cortes de cerebro se
realizaron los siguientes controles: (1) sin el sustrato de la NADPH o (2) sin el aceptor de

electrones el NBT para controlar la posible coloracién inespecifica.

Estudio inmunohistoquimico
Con este estudio se analizé la localizacién y distribucién de la nNOS durante el desarrollo
del SNC del A. mexicanum. Se utilizaron las muestras que se procesaron como se describié

anteriormente.

Técnica de inmunohistoquimica o indirecta de inmunofluorescencia (Coons, 1954). Para
esto se utilizé un antisuero policlonal para la nNOS, el cual fue donado por el Dr. Emson de la
Universidad de Cambridge. Este anticuerpo se empleo en tejido nervioso de rana y lagarto
(Gonzélez et al., 1996; Smeets et al., 1997).

Caracteristicas del anticuerpo nNOS. El anticuerpo fue hecho en oveja contra el purificado
de la NOS neuronal recombinante de rata. Este reconoce a la NOS neuronal en un Western blots,
y la inmunorreatividad es abolida por la preadsorcién del anticuerpo con la proteina de la NOS

neuronal recombinante (1 mM, toda la noche, 4 °C) (Herbinson et al., 1996).
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Las preparaciones se analizaron en un fotomicroscopio Leitz Laborlux 12 con iluminacién

epifluorescente y fotografiados con una pelicula Ektachrome Elite Kodak o con T-max 100 ASA.

Procedimiento. Los cortes cerebrales se secaron (30 min.) y se incubaron con el primer
anticuerpo (NNOS) a una concentracion de 1:100, en una cdmara humeda (4 °C, 70 h). Después
se lavaron tres veces con PBS (15 min). Se incubaron con el segundo anticuerpo fluoresceinado
(IGg hecho en conejo contra oveja y conjugado a isotiocianato de floresceina, Lab. Jackson) en
una dilucién de 1:50 a 1:100 en una camara himeda (37 °C, 24 h) por ultimo se lavaron tres
veces con PBS (15 min) y se montado con en Antifade (medio de montar para fluorescencia,
Molecular Prob.).

Se realizaron diferentes controles: a) omisién del primer anticuerpo, b) omisién del segundo
anticuerpo, c) control PBS, (el experimento se corrié Unicamente con PBS tritdon para observar la
fluorescencia nativa) y d) control positivo con cortes de cerebro de rata.

El andlisis de las preparaciones se realizé en un microscopio Leitz, Laborlux 12 equipado con
una lampara de vapor de mercurio de 50 W y un bloque de filtros especiales para la banda de (490-
510 nm) para isotiocianato de fluoresceina. Se tomaron fotomicrografias en color con pelicula
Ektachrome 400, y en blanco y negro con pelicula tri-X pan 400 ASA.

Resultados

Los estudios de histoquimica e inmunohistoquimica durante el desarrollo se realizaron para
conocer y determinar la existencia y localizacion del éxido nitrico en los diferentes dias del

desarrollo del SNC del Ambystoma mexicanum.

Para la identificacién de las diferentes edades de las larvas se emplearon las tablas de
desarrollo del Ambystoma mexicanum (Schrekenberg y Jacobson, 1975; Bordzilovskaya et al.
1989). La identificacion de las estructuras cerebrales se hizo comparativamente con las del adulto
en el atlas del Ambystoma t;’gﬁnum de Herrick, J. (1917), y de otros trabajos neuroanatomicos de
dos especies de salamandra: Pleurodeles waltlii (Gonzalez et al., 1995) y Triturus alpestri (Naujo-

Manteural et al., 1994).
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Histoquimica para la NADPH-d e inmunohistoquimica para nNOS

Nuestros resultados mostraron que la actividad a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la
nNOS tienen una distribucién anatémica y celular igual, con excepcién del bulbo olfatorio. Por lo que
en la descripcion de los resultados unicamente se describira como una sola marca. La descripcion
de la densidad de las fibras se menciona cualitativamente como: escasa, media y alta. En la figura 4
se muestran un caso para cada tipo de densidad, para esto se utilizo la marca de la tincion
histoquimica de la NADPH-d, ya que fue la mas evidente.
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Figura 4. fotomicrografias que muestran los pardametros utilizados para valorar cualitativamente la densidad de las fibras
nerviosas positivas a la NADPH-d en las diferentes regiones cerebrales del axolotl; a) escasa, b) media, c) alta.

Etapas embrionarias

Las etapas embrionarias del desarrollo del A. mexicanum comprenden desde la primera
division celular etapa 1, hasta las etapas 41-42 (10 dias de desarrolio) (ver anexo I). Nuestro estudio

comenzé a partir de la etapa 13 (56 h) que es el momento en que inicia la neurulacion.
Etapa 13 (56 h) hasta los 7 dias. En los embriones de la etapa 13 (56 h después de la

primera division celular) hasta el dia 7 de desarrollo no se observé presencia de actividad a la
NADPH-d ni inmunorreactividad a la nNOS.

25



Dias 8-12. Estos dias corresponden, segun las tablas de Schrekenberg y Jacobson, a la
etapa de 35-42. Los embriones tienen un tamarfio aproximado de entre 9 y 12 mm y ya realizan
movimientos lentos dentro del huevo. En una vista sagital del cerebro se observa una pronunciada
curvatura fronto-ventral del cerebro (Fig. 5). En un corte coronal de la parte més anterior, en la area
ventral se observa parte del diencéfalo y en la parte dorsal el mesencéfalo. Hasta este dia aun no se
ha desarrollado el telencéfalo.En los dias 8-10 del desarrollo del axdlotl los nicleos cerebrales aun
no estan bien definidos. La descripcion de la localizacion de las fibras y neuronas con marca se
refiere por regiones cerebrales, o sea rombencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo y telencéfalo. La
tincién positiva se observé a partir del dia 8. Tanto en el dia 8 como en el 10 se observaron neuronas
(15 y 18 um) fuertemente marcadas en grupos (de 3 a 6 por corte) (Fig. 5 j; Fig. 11 A). Estas
neuronas se localizaron en la parte media caudal del rombencéfalo, (Fig. 5 j; Fig. 11 A). En las
demés regiones del cerebro se observé Unicamente una densidad media de fibras nerviosas
marcadas a la NADPH-d, las 1cuales fueron mas evidentes con la técnica histoquimica que con la
inmunohistoquimica, caracteristica que se presentd en los siguientes dias del desarrollo. En el dia 12
(etapa 42) observamos neuronas marcadas en la parte caudal del rombencéfalo. En esta etapa del
desarrollo se observé claramente que la marca se encontraban dentro del ntcleo reticular inferior
(NRi) (Fig. 6 p-g) con un numero mayor de neuronas marcadas (5 a 6 por corte). Con una densidad
media de fibras marcadas. Ademas, en esta region observamos tractos nerviosos fuertemente
marcado que posiblemente vengan del tecum, por lo que es un tracto espino bulbar (Fig. 6 p,q). Este
tracto continua marcado hasta el adulto. En el diencéfalo en la parte dorsal del talamo (Td) y del
tegmentum (TgD) observamos grupos pequeios de neuronas (2 a 3 células por corte) marcadas
para la NADPH-d. En esta zona la inmunorreactividad a la nNOS se presenté en el dia 13 con una
densidad de fibras alta y fuertemente marcadas (Fig. 8d-j). En la zona del nicleo amigdalino (NAm)
observamos grupos de dos a tres neuronas marcadas y con una densidad media de fibras (Fig. 6 f-

9)-

Periodo larval

Este periodo se inicia a partir del dia 13, los embriones comienzan a tomar la forma de larva e inicia
la formacién de las branquias (ver anexo 1). Entre los dias 14 y 16, los movimientos de las larvas son
mas frecuentes y en este tierhpo comienza la eclosién. Una vez fuera del huevo las larvas se
alimentan de los residuos del vitelo del huevo. En un corte cerebral del telencéfalo, se distinguen
otras estructuras como son el nucleo del fasciculo medial telencefdlico, los nucleos séptales, la
comisura anterior e hipocampal. El palio dorsal e hipocampal aun no estan bien definidos (Fig. 7). Es
hasta el dia 16 cuando se observa el nervio olfatorio haciendo conexién con el bulbo olfatorio. El
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nervio esta formado por los axones de las células receptoras olfatorias de la cavidad nasal que

hacen contacto en la capa glomerular del bulbo olfatorio.

Dias 14-18.  Durante este periodo las larvas tienen un tamafio de entre 12 y 14 mm y
comienzan la eclosion. En este dia se observaron otras dreas cerebrales marcadas. Los dias 14y 16
presentaron neuronas marcadas agrupadas, de 10 a 15 por corte, entre los nucleos amigdalino
(NAm) y del fasciculo medial telencefdlico (NFMT), por encima de la comisura anterior (NA) y del
nucleo preoptico anterior (NPA) (Fig. 7 b-f, Fig. 17 A-B). En esta &rea la densidad de fibras marcadas
estuvo entre media y alta. En el nucleo estriado se observaron neuronas marcadas aisladas, de 1a 2
por corte (Fig. 7 d). En el nucleo taldmico dorsal se observaron neuronas marcadas en grupos
aislados de 2 a 3 por corte. Mientras que en el tdlamo ventral se encontraron en un grupo de 5
neuronas. En todo el nucleo taldmico se observé una densidad alta de fibras marcadas (Fig. 7 h). A
partir de estos dias se comenzaron a observar fibras marcadas de forma vesiculada. En diencéfalo
fuera de las de las regiones antes mencionadas se observé una densidad media de fibras. En el
mesencéfalo, se localizé un grupo de neuronas marcadas (de 2 a 4 células por corte) en la parte
dorsal e istmica del tegmentum (Fig. 7 j; Fig. 16 A, D) con una densidad alta de fibras. Ademas en
esta zona, entre el limite del neuropilo y de los cuerpos neuronales, se observaron fasciculos
tegmentales fuertemente marcados, mismo que no se observaron en los siguientes dias del
desarrollo (Fig. 7 j; Fig.16 D). A partir del dia 14, en el nucleo motor del trigémino se observaron
neuronas (8 a 10 por corte) levemente marcadas. Las neuronas de este nucleo proyectan sus
axones hacia la parte lateral del mesencéfalo (Fig. 7 I, Fig. 13 A). En la parte anterior de la médula
oblongada se localizaron neuronas marcadas ligeramente, de 6 a 7 por corte, dentro del nucleo del
tracto trigéminal descendente (NVMi) (Fig. 7 m). En la parte caudal del rombencéfalo dentro del
nucleo de los fasciculos solitarios (NFS) se observé un grupo de neuronas marcadas, de 4 a 5. En el
nucleo reticular inferior (NRi) se observaron neuronas en racimos (de 8 a 10 por corte) fuertemente
marcadas (Fig. 7 n-ii; Fig. 11 C,D). Las terminales de estas neuronas proyectan y se ramifican hacia
la parte ventral del rombencéfalo, observéandose en esta drea una densidad alta de fibras marcadas.

Dias 20 — 30. En este dia las larvas tienen un tamafo de entre 15 y 20 mm. Alrededor del
dia 25 se inicia el desarrollo de las extremidades anteriores y en el dia 30 estan totalmente

desarrolladas. Las branquias se observan de mayor tamano y mas arborizadas.

En el dia 20, en la parte anterior del telencéfalo, se encuentra una fuerte marca en la zona

glomerular del bulbo olfatorio y en el nervio olfatorio (Fig. 8 a). En el 4rea palial y parte anterior del
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nucleo amigdalino se observaron neuronas marcadas dispersas (4 a 5 por corte). En esta area hay
una densidad media de fibras marcadas (Fig. 8 c). Entre los nucleos amigdalino, del fasciculo medial
telencefalico (NFMT) y del nicleo predptico se observaron un numero mayor de neuronas marcadas
alineadas (10 a 12 por corte). Esta area vista en un corte coronal, las neuronas se localizaron
alineadas en el limite del neuropilo y los cuerpos neuronales. La densidad de fibras en esta regi6n
fue alta (Fig. 8 c-d). En la parte dorsal del tdlamo y en los nicleos paraventriculares se observaron
grupos de neuronas marcadas (2 a 4 por corte) con una densidad media de fibras marcadas (Fig. 8
f-g). En el mesencéfalo dentro del tegmentum istmico se localizaron neuronas marcadas en grupos
(8 a 4 por corte) con una densidad media de fibras (Fig. 8 h). El ntcleo motor del trigémino mostré un
mayor numero de neuronas marcadas intensamente (14 a 15 por corte) (Fig. 8 i-k), con una
densidad alta de fibras. En el rombencéfalo, las neuronas marcadas (6 a 7 por corte) se encontraron
en el nucleo del tracto descendente trigéminal, localizado en la parte anterior de la médula
oblongada (Fig. 8 I). Posteriormente, en el nucleo reticular inferior se encontraron grupos de
neuronas marcadas (8 a 9 por corte) (Fig. 8 m). La densidad de fibras en esta area fue alta.

En el dia 30, en el palio hipocampal se observaron neuronas marcadas aisladas, la densidad
de fibras fue escasa (Fig. 9 a-b, Fig. 18 A). Como se describi6 en el dia 12, las fibras nerviosas se
observaron bien definidas y marcadas en todos los nucleos cerebrales. En el area glomerular del
bulbo olfatorio la marca fue fuerte. En el diencéfalo, como se describié anteriormente, los nucleos
amigdalino, del fasciculo medial telencefélico y del predptico presentaron neuronas fuertemente
marcadas con la misma disposicién que en el dia 20 (10 a 12 por corte). La densidad de fibras fue
media (Fig. 9 c-e, Fig. 17 D). En el area talamica dorsal y ventral se observaron neuronas marcadas
agrupadas (4 a 5 por corte) (Fig. 9 f-g), ademas se observé una densidad media de fibras. En los
nucleo paraventricular hipotaldmico se observaron neuronas marcadas aisladas (1 por corte) y una
densidad media de fibras (Fig. 9 g). En el mesencéfalo, en el area dorsal del tegmentum y en la parte
del istmo se localizaron neuronas marcadas en grupos de 3 a 4 por corte con una densidad media de
fibras (Fig. 9 h-i). En el nucleo del nervio oculomotor se observé un grupo de neuronas con una
tincion tenue (Fig. 15A). El nucleo motor del trigémino mostré un mayor numero de neuronas
marcadas fuertemente (20 a 22 por corte) y una densidad media de fibras. En el rombencéfalo
dentro del nucleo reticular inferior se encontraron neuronas marcadas (12 a 14 por corte) con una

densidad alta de fibras (Fig. 9 j-I, Fig. 13 D).

60 dias 10 meses. A los 60 dias del desarrollo, las larvas tienen un tamafo aproximado

de 4.0 cm de largo y en el décimo mes de 20 cm. Son mas activas y su alimentacion es a base de
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pequenos crustaceos (artemias, dafnias, etc.) y peces pequenos. A los 3 meses, las extremidades
posteriores comienzan a formarse y a los 10 meses se encuentran bien desarrolladas.

En el periodo de los 60 dias a los 10 meses de desarrollo larvario se observé un aumento en el
numero de neuronas Y fibras marcadas. En el telencéfalo dentro del toda el drea palial (piriforme,
hipocampal y dorsal) se localizaron neuronas marcadas aisladas (7 a 14 por corte) (Fig. 18 D, E). En
el nucleo anterior del bulbo olfatorio (NAO) y en el estriado se observaron neuronas agrupadas (5 a
10 por corte). En el diencéfalo se observé un mayor numero de neuronas marcadas (17 a 30 por
corte), principalmente en el nucleo del fasciculo medial telencefélico. Cerca de esta zona, a los 10
meses, se observo una fuerte marca en las fibras que al parecer conforman los fasciculos medial y
lateral telencefalico (Fig. 10 f; Fig. 19 E, F). En el adulto esta zona sé sigue teniendo una marca
fuerte. En el mesencéfalo dentro del nucleo oculomotor se observa un grupo grande de neuronas (10
a 14 por corte). El ntcleo interpeduncular mostré un grupo de neuronas fuertemente marcadas (6 a 7
por corte). El nucleo motor del trigémino, como se observo en los dias anteriores, mostré un mayor
numero de neuronas intensamente marcadas (20 a 30 por corte) (Fig. 10 j-k; Fig. 15 G). En un corte
coronal de esta area en el mes 10 se observé el fasciculo tegmental profundo marcado fuertemente.
Este fasciculo esta dispuesto de una manera dorsoventral y sale del nucleo motor del trigémino para
dirigirse hacia el nucleo interpeduncular (Fig. 10 k). En un corte parasagital de esta zona se observa
el tracto tegmental pedincular marcado fuertemente (Fig. 10 k). Este tracto sale desde el tegmentum
y cruza el nucleo istmico y nuicleo motor del trigémino para dirigirse hacia la parte ventral del
pedunculo. En el tectum, se observaron neuronas aisladas marcadas localizadas en las capas de la
5 a 7, (Fig. 10 j, Fig. 14 A, B). En el rombencéfalo, se localizé un mayor numero de neuronas
marcadas (12 a 15 células por corte) en comparacién con las etapas anteriores y con la misma
localizacién con la diferencia de que en dias anteriores se observaron las neuronas en racimos y en
este caso se encontraron separadas (Fig. 12 m), localizadas en la salida de los nervios craneales
noveno y décimo. Las neuronas tenian un didmetro aproximado de entre 18 y 25 um y claramente se
observaron las prolongaciones de las neuronas marcas ramificarse hacia la parte ventral del

rombencéfalo. En ocasiones se observaron neuronas marcadas rodear a los vasos sanguineos de

esta region.

En la tabla VI se resumen los resultados obtenidos de la distribucién neuroanatémica de la
NADPH-d y la nNOS en cada una de las estructuras cerebrales por dia del desarrollo del A.

mexicanum.
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Figuras 5-10. Esquemas de cortes coronales del cerebro del axolotl A.
mexicanum a los 8, 12, 16, 20, 30 dias y 10 meses de desarrollo
respectivamente donde se muestra la distribucion de las neuronas (®), fibras
nerviosas (+) y fasciculos de fibras nerviosas (%) positivas a la NADPH-d y a
la nNNOS. La densidad de fibras se marca como: (+) escasa, (++) media y
(+++) alta. La linea discontinua representa el limite entre la sustancia blanca y

la sustancia gris.

Abreviaciones :

BO bulbo olfatorio

d dia

c cartilago

Cb cerebelo

DI diencéfalo

EO epitelio olfatorio

ER epitelio respiratorio

ftp fasciculo medial telecefalico
Hb habenula

Hp hipdfisis

Ht hipotalamo

In infundibulo

m mes

ME mesencéfalo

Na narina

NAc nucleo acumbens

NAm nucleo estrioamigdalino
NAO nucleo anterior olfatorio
NE nucleo estriado

NFMT nucleo del fasciculo medial telencefélico

NFS ncleo del fasiculo solitario
NI ntcleo interpeduncular

NO nervio olfatorio

NPA nicleo predptico anterior
NPo nucleo predptico

NPvHt nlicleo para ventricular hipotaldmico

NS nucleos séptales

NRi nucleo reticular inferior
NTrgm nucleo motor del trigémino
NVM

NIl ndcleo del nervio oculomotor
NVIIl

0j ojo

PdT parte dorsal talamica
PdT parte ventral talamica
PD palio dorsal

Ped pedinculo

PHp palio hipocampal

PP palio piriforme

PTc pretectum

Ro rombencéfalo

Tc tectum

Td talamo dorsal

TgD tegmentum dorsal

Tg | tegmentum istmico

TE telencéfalo

Tv talamo ventral

V ventriculo

VL ventriculo lateral

lllv tercer ventriculo
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Tabla V. Distribucién de la NADPH-d y de la nNOS en el desarrollo del SNC y SNP del axolotl, Ambystoma mexicanum

Dia/ 8d 10d 12d 14d 16d 18d 20d 30d 60d 90d 6M 10m
Regién

TELENCEFALO

Bulbo olfatorio

Nuc. Olfatorio anterior

Palio dorsal

Palio piriforme )

Palio hipecampal

Nucleos septales

Nicieo acumbens
"Nucleo estriado

Nucleo amigdalino

Nuc. del fasciculo medial

telencefélico

Nucleo caudado

DIENCEFALO
Nuc. Predptico ant.
Nuc. Predptico

Téalamo dorsal

Télamo ventral

Ndc. Paraventricular hpth.

Hipotalamo
MESENCEFALO

Tectum

Tegmentum dorsal
Tegmentum istmico
Nuc. Motor del trigémino

Nuc. oculomotor
Nuc. interpeduncular

Cerebelo
ROMBENCEFALO
Medula oblongada
Ndcleo del trac. Desc. Del trigemino

Nucleo del tracto solitario
Nucleo reticular inferior

Neuromastos

Epitelio nasal
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Figura 11. Localizacién de neuronas (1) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d (A, C, G) e inmunorreactividad a la nNOS (B, D, E, F) en
fotomicrografias de cortes coronales de la parte caudal del
rombencéfalo dentro del nucleo reticular inferior (NRi) en los dias de
desarrollo 8 (A,B), 16 (C,D), 30 (E) y 90 (F,G). Barras: 40 um (A,B,E),
16 um (C, D, F, G).
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Figura 12. Localizacién de neuronas (1) y fibras (¥) positivas a la
NADPH-d (A, B, D, E) e inmunorreactividad a la nNOS (C) en
fotomicrografias de cortes de la parte anterior del rombencéfalo
dentro del nucleo reticular inferior (NRi) en los dias de desarrollo 10,
18, 30 y mes 10. Barras: 100 um (A), 40 um (B,C,E), 16 um (D).
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Figura 13. Localizacién de neuronas (1) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d (A, B, C, F, G) e inmunorreactividad a la nNOS (D, E) en
fotomicrografias de cortes del nicleo motor del nervio del trigémino
(NmTrg) en los dias 14, 20, 30, 60 y 10 meses. Nétese el incremento
del numero de neuronas y de la intensidad de la marca del dia 14 a los
10 meses. Barras: 40 um (A,B,E,F,G), 16 um (C,D).
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Figura 14. Localizacion de neuronas (1) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d en fotomicrografias de cortes sagitales del tectum (Tc) en el
mes 10. A. Numerosas positivas a la NADPH-d (7). Nétese la fuerte
tincion a la NADPH-d en el tracto tecto-tegmental-peduncular (A)
localizado en la parte ventral del mesencéfalo. B. Neuronas (1) y fibras
(%) positivas a la NADPH-d localizadas en las capas 7 y 6 del tectum.
Barras: 40 um (A), 16 um (B).
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Figura 15. Localizacién de neuronas (M) y fibras (%) positiva a la
NADPH-d (A,C) e inmunorreactividad a la nNOS (B) en
fotomicrografias de cortes coronales a nivel del ntcleo del nervio
oculomotor (NIIl) en los dias 30, 60 y 90. Notese el incremento del
numero de neuronas Yy la intensidad de la marca del dia 30 al 90.

Barras: 16 um.
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Figura 16. Localizacién de neuronas (4) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d (A, B) e inmunorreactividad a la nNOS (C,D,E) en
fotomicrografias de cortes cordénales del tegmentum dorsal (TgD) y
tegmentum istmico (Tgl) en los dias 14, 16, 18 y 90. También en B-E
muestran fibras positivas a la NADPH-d y nNOS en el fasciculo
tegmental (A) del Tgl. Barras: 40 um (A,B) y 16 um (C,D,E).
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Figura 17. Localizacién de neuronas (M) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d (A, B, D, E) e inmunorreactividad a la nNOS (C) en
fotomicrografias de cortes del nucleo del fasciculo medial
telencefalico (NFMT), en los dias 14, 16, 18 y mes 10. Cortes
coronales (A,B,C,D) y parasagitales (E,F). Barras: 40 ym (B,E,F), 16
pum (A,C,D).
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Figura 18. Localizacién de neuronas (/) y fibras (%) positivas a la
NADPH-d (A,B,D,E,F,G) e inmunorreactivas a la nNOS (C) en
fotomicrografias del telencéfalo del axdlotl. En A, C, D se observan
algunas neuronas dispersas con tincién a la NADPH-d (1) en el palio
hipocampal (PHp) y nucleos septales (NS) en los dias 30 y 90. B, E.
Neuronas positivas a la NADPH-d (1) dispersas en palio piriforme (PP)
en el dia 90 y en el palio dorsal (PD), en el mes 10. F. Grupo de
neuronas positivas a la NADPH-d (1) en el nucleo olfatorio anterior
(NOA) en el mes 10. G. Fibras del nervio olfatorio positivas a la
NADPH-d que inervan al bulbo olfatorio en el mes 10. Estas fibras
presentan tincion desde el dia 14. Barras: 40 um (B,C,D,E); 16 um (A,
F.G).
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CAPITULO Il

Estructuras del Sistema Nervioso Periférico Positivas a la NADPH-d y a
la nNOS

En los embriones y larvas de la edad de 8 a 30 dias, donde se proceso toda la cabeza del
animal para las técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica, se observaron estructuras
correspondientes al sistema nerviosos periférico: los neuromastos (6rganos de la linea lateral) y el
epitelio nasal. Ambas estructuras presentaron una marca fuerte por lo que nos interesé estudiarlos y

describirlos.

Neuromastos

El sistema de la linea lateral del axdlotl lo forman tres clases de 6rganos sensoriales
morfolégicamente distintos: los neuromastos, los érganos en hoyo (pit) y los 6rganos ampulares. Los
tres tipos de organos poseen células ciliadas rodeadas por células de soporte. Los neuromastos y los
érganos en hoyo funcionan como mecanoreceptores, sensibles a bajas frecuencias en el agua,
mientras que los 6rganos ampulares son electroreceptores. En la figura 19 se muestra la distribucion
que presentan estos receptores en la cabeza de un axolotl juvenil (Northcutt, 1992). Los neuromastos
son los érganos mas abundantes en la linea lateral del axolotl. Cada neuromasto esta constituido por
un conjunto de células situado entre las epidérmicas, las cuales estdn en contacto con la lamina
basal, y lo forman tres tipos celulares: las células de sostén, las sensitivas (con un largo y unico
kinocilio) y la del manto, también son de sostén pero se sitian en la periferia.

Los neuromastos presentaron actividad a la NADPH-d, desde el dia 8 del desarrollo (Fig. 20
A). En estas estructuras la actividad a la NADPH-d se localizé en las células ciliadas con una mayor
intensidad en el area ciliar. A partir de los 10 meses de edad, se encontré inmunorreactividad a la
nNOS con una distribucion similar a la NADPH-d (Fig. 20 E-G).
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Figura 19. Distribucién de los receptores de la linea lateral de la cabeza de axolotl juvenil. (A) Los neuromastos (circulos
vacios) y los drganos en hoyo (circulos llenos). (B) Fotomicrografia de un neuromasto de axolotl donde se muestran las
células de sostén (so) de forma ovoide o irregular, las células sensoriales (se) son altas; su citoplasma es mas denso, con
granulos positivos al azul alciano, el polo apical presenta un kinocilio (k) caracteristico de estos receptores, células
epidérmicas (e) y la lamina basal (Ib). Tefiido con azul de alciano 500X, Esquema tomados de Northcutt, 1992 (A) y
fotomicrografia tomada de Flores y Uribe, 2003 (B).

59



Figura 20. Cortes coronales de la piel de la cabeza del axolotl donde
se observan las células sensoriales (1) de los neuromastos con
actividad a la NADPH-d (A-F) e inmunorreactividad a la nNOS (G) a
diferentes dias del desarrollo 10, 14, 30, 60 y 10 meses. La presencia
de inmunorreactividad a la nNOS Unicamente la observamos en el mes
10 con una distribucion similar a la NADPH-d. Nétese la tincion fuerte
durante todos los dias del desarrollo. Barras: 40 um (D-G), 16 pm (A-
C).
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Epitelio Nasal

EI NO se ha propuesto para jugar un papel en el procesamiento de la senal olfatoria basado
en los siguientes puntos: a) la localizacién anatémica de la sintasa del éxido nitrico (NOS) en el
sistema olfatorio de invertebrados (Gelperin, 1994; Sanchez-Alvarez et al., 1994; Miiller y
Hildebrandt, 1995; Talavera et al., 1995; Gelperin et al., 1996; Muller 1996; Bicker, 1998; Colasanti
y Venturini 1998; Ott y Burrows, 1999; Gelperin et al., 2000) y vertebrados (Davis, 1991; Breer et
al.,1992a; Kishimoto et al., 1993; Leon-Olea et al., 1994; DellaCorte et al., 1995; Broillet y Firestein,
1996; Hopkins et al., 1996; Porteros et al., 1996; Zielinski et al., 1996, Wenisch et al., 2000); b) La
estimulacion de las neuronas receptoras olfatorias (NRO) con altas dosis de odorantes vy
feromonas incrementan los niveles GMPc y este incremento intracelular puede ser inhibido por la
L-NG-nitroarginina, un inhibidor selectivo de la formacién del NO (Breer et al., 1992; Breer y
Shepherd, 1993; Lischka y Schild, 1993; Inamura et al., 1998; Schmachtenberg y Bacigalupo,
2000) y c) ademas en el bulbo olfatorio, el NO participa en la formacién de la memoria olfatoria via
GMPc (Mdller, 1996; Bicker, 1998; Menzel y Muller, 1996; Kendrick et al., 1997).

Los métodos mas usados para revelar la distribucion de la NOS en el sistema nervioso son
la inmunohistoquimica y la histoquimica enzimatica para detectar la actividad de la NADPH-
diaforasa (Thomas y Pears, 1961; Vincent, 1986; Vincent y Kimura, 1992; Rodrigo et al., 1994).
Actualmente, la NOS y la NADPH-d son consideradas la misma enzima (Dawson et al., 1991;
Hope et al., 1991; Bredt y Snyder, 1992; Matsumoto et al.,, 1993). De este modo, la
inmunorreactividad a la NOS neuronal (IR-nNOS) y la tincién a la NADPH-d colocalizan en el
sistema nervioso central (Rodrigo et al., 1994; Dawson et al.,, 1991; Holmqvist, et al., 1994,
Brining et al.,, 1995; Gonzélez et al.,, 1996; Smeets et al., 1997). Sin embargo, hay algunas
regiones cerebrales donde no se ha demostrado la colocalizacién, como son el sistema olfatorio
(Holmaqvist et al., 1994; Bruning et al., 1994; Kulkarni et al., 1994; Brlning et al., 1995; Bruning et
al., 1996; Porteros et al., 1996). Esta falta de colocalizacién se observa en el epitelio olfatorio de

varias especies de vertebrados (ver Tabla VII).

Una revision cuidadosa de los estudios reportados revelé que no hay colocalizacion de la
tinciéon a la NADPH-d y la IR-NOS en las NRO de animales adultos. Sin embargo, en estados
tempranos del desarrollo y durante la reconstitucién del epitelio nasal después de una axotomia o
una bulbotomia olfatoria, si colocalizan (Sanchez-Islas et al., 2001; Roskams et al., 1994). Como
es el caso de la larva premetamérfica de la lamprea, Petromyson marinus (Zielinski et al., 1996).
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Asi, parece que la colocalizacién de ambas marcas (nNOS y NADPH-d) se ve Unicamente durante

el proceso del desarrollo del sistema olfatorio.

TABLA VII. Localizacion de la marca a la nNOS y a la NADPH-d en el epitelio nasal de
diferentes vertebrados

Estructuras
NRO-EO NRO-OV FN GB-CS GB-FN VS-FN
Animal Refs.
NOS/ ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND
-+ -+ -+ -+ - 0 + o+ ;53
Humano - o0 - 0 - o -0 -0 -0 4
o o - = + o -+ + + 237
- - - - - - - - + o+ + + 62
= e - + + + ST + + + + 158
Rata o+ o+ o - o - o - o - 115
o - o+ o + o + o + o + s
5 = = : + + a = - ‘a 144
Ratén - 0 - 0 + 0 - o ) -0 152
242
Rana o o o o - - O o 0o o o o
(Rana perezi)
Salamandra o o o o -+ oo o o o o 229
(Triturus marmoratus)
Axolotl (Ambystoma
mexicanum) + 4+ + 4+ -+ -+ + o+ + o+ 248
Catfish (lctalurus o + NA o - NA NA o - 229
punctatus)
Lamprea (Petromyzon + 4+ NA o - NA NA o - 204
marinus)

Abreviaciones: GB-FN, fibras nerviosas alrededor de las glandulas de Bowman; BV-NF, fibras nerviosas
alrededor de los vasos sanguineos; GB-CS, células secretoras de las gldndulas de Bowman; NA, no aplica; FN,
fibras nerviosas; NRO-EO, neuronas receptoras olfatorias en el epitelio olfatorio; NRO-OV, neuronas receptoras
olfatorias en el érgano vomeronasal. (+) Positiva o (-) negativa inmunorreactividad a la nNOS (NOS) y/o tincion a la
NADPH-d (ND), (o) no reportada.

Sistema Olfatorio del Axolotl

El sistema olfatorio del axolotl esta formado por tres tipos celulares caracteristicos: células
sustentaculares, células bésales y las NRO (Eisthen et al., 1994). Las NRO reciben las senales
olfatorias, la transducen y la transmiten al bulbo olfatorio. Estas neuronas consisten de un soma
elongado, un axon delgado y una dendrita larga. El axén emerge de la region inferior del soma y
entra al nervio olfatorio. La dendrita se dirige apicalmente hacia la superficie del epitelio y
terminan en un botén apical en el cual hay cilios y microvellocidades, formando un complejo
mucociliar/microviliar. Las células sustentaculares se asocian con la regulacién de la composicion
de la capa mucosa (Getchell et al., 1984). Las células basales se sabe que dan origen a las
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nuevas NRO (Graziadei y Graziadei, 1976; Caggiano et al., 1994). Finalmente, el érgano
vomeronasal del axolotl se localiza en el diverticulum que esta conectado a la pared lateral de la
cavidad nasal. Esta formado por un epitelio olfatorio (EO) con los tres tipos celulares
mencionados, los axones de sus NRO también entran al nervio olfatorio y terminan en el bulbo
olfatorio accesorio. El érgano vomeronasal carece de glandulas de Bowman (Eisthen et al., 1994)
(Fig. 21).
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Figura 21. Diagrama de la mucosa olfatoria (i) donde se muestra el epitelio y la lamina propia. En la superficie del epitelio, los cilios (c)
cubiertos con una capa de moco y quedan paralelos a la superficie. Dentro de la lamina propia estan las gldndulas de Bowman (BG),
los ases de fibras nerviosas olfatorias (N), y los vasos sanguineos (arterias pequeiias (A) y venas (v)). Los conductos de las glandulas
de Bowman abren en la superficie. (ii) Diagrama de una seccion del epitelio olfatorio donde se muestran las células basales (B)
localizadas en la parte inferior del epitelio, las neuronas receptoras olfatorias (NRO) con sus dendritas con complejos
mucociliar/mucoviliar en la punta, miran hacia la superficie del epitelio y en la parte inferior estdn sus axones (AX). Las células
sustentaculares (S) presentan en la punta microvellosidades. Esquemas tomados de Farbman A, 1992.

Distribucion de la NADPH-d y la nNOS Durante el Desarrollo del Epitelio Nasal

Durante el desarrollo del epitelio nasal a partir del dia 10 se encontré actividad a la NADPH-d
e inmunorreactividad a la nNOS (Fig. 22 A, B). En este dia, el complejo microciliar presento una
marca fuerte, mientras que en las NRO se observé una tincién leve a la NADPH-d. En las células
basales se observé una inmunorreactividad fuerte a la nNOS. En el dia 16 el nervio olfatorio mostré
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una tincién fuerte a la NADPH-d. El patrén de distribucién anatémica de las NRO, desde el dia 10
hasta el dia 30, no cambia solo hay un aumento en la intensidad de la marca (Fig. 22). En el dia 40,
aumenta el numero de neuronas con actividad a la NADPH-d. La IR-nNOS se localizé en el complejo
mucociliar/microviliar en las dendritas y con menor intensidad en las NROs. Después del décimo mes
(10m) del desarrollo, la marca es mas evidente y definida (Fig. 22 H). A partir del dia 50 se observé
actividad a la NADPH-d en las NRO del epitelio del vomeronasal hasta |a etapa de adulto. En los
experimentos de inmunohistoquimica para la nNOS, a las concentraciones utilizadas para el cerebro
(1:500), el epitelio nasal no presenté inmunorreactividad. En larvas de 10 meses se aumento la
concentracion (1:100) y se observo la misma distribucion que la NADPH-d.

Figura 22. Localizacion de la actividad a la NADPH-d (B, C, E, G, H) e
inmunorreactividad a la nNOS (A, D, F) en cortes coronales del epitelio
nasal del axolotl a diferentes dias del desarrollo. A-D. A los 10 y 20d,
células basales positivas (1) localizadas en la parte basal del epitelio
olfatorio. E, F. A los 30d, células basales positivas (flechas blancas) y
neuronas receptoras olfatorias (NROs) jovenes con una marca tenue
(flechas negras). G, H. A los 60d y 10 meses, una marca fuerte en las
NROs (1) del epitelio olfatorio de la cavidad nasal (CN) y del érgano
vomeronasal (OV). La parte apical de las dendritas de las NROs donde
se localizan los complejos mucociliar/mucoviliar (A) presentaron una
marca fuerte durante todo el desarrollo. Barras: 170 pm (H), 40pm

(C,D,G), 16 um (A,B).
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Del estudio ontogenético de la distribucion de la NOS en el epitelio olfatorio derivo el siguiente
trabajo, el cual se presenta resumido, para mas detalles ver el sobretiro anexo: Sanchez-Islas E.

Ledn-Olea M. Histochemical and immunohistochemical localization of neuronal nitric _oxide

synthase in the olfactory epithelium of the axolotl, Ambystoma mexicanum. Nitric Oxide. 5:302-16.
2001.

El propésito de este estudio fue describir la distribucién anatémica de la IR-nNOS y la tincién
histoquimica de la NADPH-d en el epitelio olfatorio del axolotl A. mexicanum. Varios grupos de
investigacion han descrito una fuerte actividad enzimatica de la NADPH-d e IR-nNOS en el epitelio
nasal de vertebrados. Por lo que se ha sugerido un importante papel del NO en la transduccion de
la senal olfatoria en el epitelio nasal. Existe una controversia en cuanto a la colocalizacién de la
marca histoquimica e inmunohistoquimica en la etapa de adulto. La tincién a la NADPH-d y la IR-
nNOS colocalizan en el cerebro de los vertebrados adultos y en etapas embrionarias o cuando
hay un dafio nervioso. Por lo que existe la duda si es realmente la nNOS o alguna otra enzima
diaforasica la que esta en el epitelio olfatorio. El axolotl es un anfibio neoténico, término que indica
que llega a su madurez sexual y se reproduce conservando las caracteristicas juveniles, o sea no

sufre metamorfosis.

Objetivo General

- Realizar un estudio de la distribucién anatémica del éxido nitrico en el epitelio nasal del

axolotl, Ambystoma mexicanum, en la etapa juvenil y en la del adulto neoténico.

Objetivos Especificos

-Conocer la existencia y localizacién del 6xido nitrico en el epitelio olfatorio del axolotl,
Ambystoma mexicanum, en la etapa juvenil y en la del adulto neoténico, mediante la utilizacion de
la técnica histoquimica para la NADPH-d y la inmunohistoquimica para la nNOS.

-Comparar la distribucién de la tincién a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la nNOS, en
el epitelio olfatorio del axolotl, Ambystoma mexicanum, en la etapa juvenil y en la del adulto

neoténico, con el fin de corroborar su colocalizacion.
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-Corroborar que las NRO tengan actividad enzimatica para la NADPH-d e
inmunorreactividad a la nNOS del epitelio olfatorio del axolotl, Ambystoma mexicanum, mediante

la realizacion de una axotomia unilateral olfatoria.
Materiales y Método

Para este estudio se utilizaron once axolotls adultos neoténicos (25-30 cm de largo y 85 a
110 g de peso, sexualmente maduros) y 8 axolotls juveniles de 10 meses de edad (13-15 cm de
largo y 40 a 60 g de peso, sexualmente inmaduros). Los juveniles se obtuvieron de nuestra
colonia. Todos los animales se mantuvieron en un condiciones de laboratorio hasta su utilizacion

en los experimentos como se explica en materiales y métodos del capitulo 1.
Perfusion y obtencion del tejido nasal

Los axolotls se anestesiaron y se perfundieron como se describe en el apartado de los

materiales y métodos del capitulo | (ver pag. 22).

El drea nasal sé postfijé6 por inmersién en la misma solucién fijadora por 4 h a 4 °C. Los
tejidos se almacenaron en sacarosa al 30 % en PB (4 °C, 24 h). Posteriormente, se realizaron
cortes corénales y parasagitales de 15-20 um con un criéstato a —18°C y se montaron en
portaobjetos previamente gelatinizados. Los cortes se secaron y se almacenaron 4 °C por 24 h

hasta su procesamiento.
Se verificé que la mucosa olfatoria estuviera sana por medio de la técnica de hematoxilina

eosina.

Histoquimica para la NADPH-diaforasa e inmunofluorescencia para la NOS
Se usaron cortes seriados alternados, unos para la histoquimica para la NADPH-d y otros

para la inmunohistoquimica de la NOS. Las técnicas se realizaron como se describe en el
apartado de los materiales y métodos del capitulo | (ver pags. 20-21).
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Axotomia olfatoria

La bulbetomia y la axotomia olfatoria inducen degeneracién de las NRO (Graziadei y
DeHan, 1973; Graziadei y Graziadei, 1979; Graziadei y Okano, 1979; Graziadei et al., 1980;
Graziadei y Monti Graziadei 1980; Wang y Halpern 1982; Doucette et al., 1983), por lo que se
utilizé la axotomia para confirmar que la tincién a la NADPH-d y la IR-NOS se localizaba en las
NRO. Se practico a 14 axolotls (8 adultos neoténicos y 6 juveniles) una axotomia unilateral
olfatoria. Los animales previamente anestesiados se les hizo una incision en el area nasal para
remover el cartilago craneal. El nervio olfatorio se expuso y se corté en la proximidad al bulbo
olfatorio. Un trozo pequeno (5 mm) de Gelfoam (Upjohn, Co.) se introdujo parar prevenir el
sangrado Y la reinervacidn, por ultimo la piel se suturo (Fig. 23). Los animales se recuperaron de
la anestesia y cirugia en un acuario y se sacrificaron a las 2 y 5 semanas posteriores a la
axotomia. El area nasal se proceso usando los mismos procedimientos histoquimicos e

inmunohistoquimicos. El lado contralateral no axotomizado se uso como control.

zona de corte

narina
nervio
ojo olfatorio

bulbo olfatorio

Fugura 23. Esquema de la cabeza del axolotl, A.
telenckfalo  mexicanum, donde se muestra el cerebro y el

nervio olfatorio, parte donde se realizo la

axotomia unilateral olfatoria (zona de corte).

Resultados

Los animales mantenidos bajo condiciones del laboratorio fueron saludables y presentaron
un epitelio olfatorio libre de infecciones nasales como se confirmo con el analisis histologico (Fig.
24 A-C). Los resultados mostraron una marca intensa a la NADPH-d e IR-nNOS en las dendritas y

en los somas de las NRO de la cavidad nasal y del 6rgano vomeronasal del axolotl (Fig. 25 A-G,
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Fig. 26 A-E). La marca también se encontré en las fibras nerviosas que rodean las arteriolas, en

las células secretoras y en las del conducto de las glandulas de Bowman (Fig. 25 E-G; Fig. 26 E).

En los animales axotomizados con 2 semanas de sobrevivencia, se observé una disminucién
importante de la tinciéon a la NADPH-d e IR-nNOS. Las células basales se mantuvieron con marca
y aumentaron en numero (Fig. 28 A, Fig. 29 A-B). A las 5 semanas después de la axotomia, la
tincién en el soma de las NRO desaparece completamente. Unicamente, una tincién ligera se
observa en las dendritas de las NRO (Figs. 28 B y C). La tincién a la NADPH-d en el complejo
mucociliar/microviliar de la cavidad principal tuvo un pequeno decremento y el del érgano
vomeronasal no cambio (Fig. 28D). En los ases de fibras nerviosas también se observé un
decremento de la tincién a la NADPH-d. El epitelio olfatorio y el érgano vomeronasal, contralateral
a la lesién (control), exhiben la misma distribucion de la tincion a la NADPH-d que se observa en
los animales que no fueron axotomizados. Los resultados obtenidos confirman que la tincién a la

NADPH-d e IR-nNOS estaba en las NRO.

Asi, los presente resultados sugieren que el NO puede estar involucrado en varias funciones
fisiolégicas en la cavidad nasal del Ambystoma mexicanum. Estas funciones parecen incluir la
transduccién de la sefal olfatoria, regulacién del flujo sanguineo, y modulacién de la secrecion de
las glandulas de Bowman. Ademas, el NO parece jugar un papel en el desarrollo de las NRO, ya
que las células basales dan origen a las NRO y se marcaron fuertemente después de la axotomia .
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Figura 24. Fotomicrografia de un corte coronal de 20 pm de grosor de la cavidad nasal del axolotl adulto, tefiida con hematoxilina-
eosina (H-E). La parte medial esta a la derecha. (A) Este corte ilustra la regién del diverticulo lateral, el cual esta cerca del epitelio del
drgano vomeronasal (VO), que se conecta con la camara principal de la cavidad nasal que esta limitada con secciones de epitelio
olfatorio (OE) y respiratorio (RE). El conducto nasolacrimal (asterisco) se observa cerca del cartilago (c) dorsolateral a la cavidad nasal.
(B) epitelio olfatorio de la porcién media de la cavidad nasal. El epitelio tiene células sustentaculares (SC), neuronas receptoras
olfatorias (ORN), células basales (BC). En el lado izquierdo de la fotomicrografia se pueden observar los complejos
mucocilar/microviliar (MC). (C) el epitelio olfatorio del érgano vomeronasal presenta los tres tipos de células y sus complejos
mucocilar/microviliar. Barra: 50 ym (B), y 120 um (C), 500 pym (A).
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Figura 25. Localizacién de la actividad a la NADPH-d en la cavidad nasal del A. mexicanum. Vista panordmica de cortes coronales de
axolotls juvenil (A) y adulto neoténico (B). La parte medial de la cavidad esta a la derecha de ambas secciones. En el axolotl juvenil (A)
el epitelio respiratorio (RE) esta en las crestas y el epitelio olfatorio (OE) en los surcos comparado con la superficie lisa del epitelio del
adulto neoténico (B), que esta limitado por pequefias secciones de RE y OE. La tincién intensa a la NADPH-d se observa en las
neuronas receptoras olfatorias (ORN) en la camara principal y en el 6rgano vomeronasal (VO) en ambos cortes. (C) fotomicrografias
del OE con tincién a la NADPH-d en las ORN, en los ases de fibras nerviosas (flechas), y en las células de la superficie del ER (cabeza
de flecha). (D) tincién a la NADPH-d en las ORN y en los complejos mucociliares/microviliares (MC, flechas pequeias) del OV. (E)
tincién intensa a la NADPH-d en las dendritas y MC del OE y las células tefiidas de la superficie del RE (cabeza de flecha). (F) alta
magnificacion de una ORN de la cdmara principal mostrando una intensa tincién en la dendritas (+), el axén (*), y en el soma (flecha
pequeiia). (G) tincién a la NADPH-d en las fibras nerviosas (flechas cuervas) alrededor de los vasos sanguineos (BV) localizadas en la
lamina propia del OE. Nétese la presencia de melanocitos (m) a un lado de los BV. Todas las secciones fueron contratefiidas con
safranina. Barra: 10 pm (F), 50 um (C), 100 um (E y G), 120 pm (D), 250 um (A) y 500 pm (B).
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Figura 26. Inmunorreactividad a la nNOS (IR-nNOS) en la cavidad nasal del axolotl, Ambystoma mexicanum. (A) secciones coronales
donde se muestra IR-nNOS en las dendritas, algunos somas de las ORN (flechas), complejos mucociliar/microvilar (MC) del epitelio
olfatorio (OE) de la camara principal. (B) epitelio olfatorio del 6rgano vomeronasal (VO) muestra IR-nNOS en las dendritas y algunos
somas de las ORN (flechas) tanto como en las células basales (flechas curvas). (C) dendritas y botones dendriticos inmunorreactivos
(cabeza de flecha) de las ORN en el OE. (D) IR-nNOS en los somas de las ORN (flechas), dendritas y botones dendriticos (cabeza de
flecha) de la camara principal. (E) IR-nNOS en las glandulas de Bowman (BG). Barras: 50 um (A); 120 um (B); 30 um (C y D); y 100
(E).

Figura 27. Cortes coronales de la cavidad nasal del axolotl. (A) IR-nNOS y tincién intensa a la NADPH-d (B) en las células pequeiias
(flechas) del epitelio respiratorio (RE) (flechas). Barra: 50 pm.
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Figura 28. Cortes coronales de la cavidad nasal del axolotl axotomizado con tincién histoquimica para la NADPH-d. (A) Epitelio
olfatorio (OE) de la camara principal mostrando pocas ORN positivas a la NADPH-d a las 2 semanas después de la axotomia. Nétese
el nicleo con signos de cromatélisis (asterisco), las dendritas en forma de tirabuzdn (cabeza de flecha), y la tincién a la NADPH-d
granular en los ases de fibras nerviosas; m, melanocitos. (B) vista panordmica de la cdmara principal a las 5 semanas postaxotomia.
No se observa tincién a la NADPH-d en los sitios donde degeneraron las ORN. (C,D) epitelio olfatorio de la cdmara principal y érgano
vomeronasal (VO), respectivamente, a las semanas postaxotomia. Tincién a la NADPH-d esta ausente en las ORN pero permanecié
en el complejo mucociliar/microviliar (MC). Barra: 50 um (A), 550 um (B), 48 pm (C), y 150 pm (D).

Figura 29. Cortes coronales de la
cavidad principal mostrando el
epitelio olfatorio del axolotl, 2
semanas después de la axotomia.
(A) neuronas receptoras olfatorias del
lado control mostrando intensa tincién
a la NADPH-d: m, melanocitos. (B)
Lado axotomizado mostrando una
tincion tenue en las dendritas y en el
complejo mucociliar /microviliar (MC).
Nétese la intensa tincion de las
células basales en el lado
axotomizado (flechas) comparado
con el lado control. Barras: 40 um.
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Figura 30. Inmunorreactividad a la nNOS (IR-nNOS) en la cavidad nasal del axolotl de 2 semanas después de la axotomia. (A) En la
camara principal, la inmunorreactividad en las ORN esta unicamente presente en algunas dendritas, mientras que en los complejos
mucociliar/microviliar (MC) y en las glandulas Bowman (BG), la IR-nNOS permanece. (B) En el 6rgano vomeronasal (VO), la IR-nNOS
esta casi ausente en las ORN y permanece en los MC. (C) Inmunorreactividad intensa se ve también a las 2 semanas después de la
axotomia en las células basales en la parte inferior del epitelio olfatorio (OE) (flechas). Barras: 120 um (A y B), y 50 um (C).
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CAPITULO Il

Efecto de la Inhibicion de la Sintasa del Oxido Nitrico Durante el Desarrollo
del Sistema Nervioso Central

Introduccion

La reaccidon enzimatica que cataliza la NOS, para producir NO, se inhibe de manera enddgena
por fosforilacion y exégenamente por diversas sustancias como los anélogos de la L-arginina, por
derivados de indazol e imidazol unidos al grupo hemo, antogonistas de la calmodulina, colorantes
redoxactivo e inhibidores de la flavoproteinas (Fukuto y Chaudhuri, 1995; Moncada et al., 1997,
Boucher et al., 1999). De los inhibidores de las isoformas de la NOS, los derivados andlogos a la L-
arginina, son los mas utilizados en experimentos farmacoldgicos y clinicos (tabla VIII), como son: el
N-G-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), N-G-nitro-L-arginina (L-NOARG), N-monometil-L-arginina
(L-NMMA), y nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) entre otros. El L-NOARG y su metil éster (L-
NAME) se identificaron como potentes inhibidores de las isoformas NOS neuronal y endotelial
(Mulsch y Busse, 1990; Rees et al., 1990; Moore et al., 1991; Mayer et al., 1993; Klatt et al., 1994,
Pfeiffer et al., 1996). Ademas el L-NAME inactiva a la isoforma NOS inducible (Boucher et al.,
1999).

El metabolismo de la L-NAME y la L-NOARG se estudio en plasma y sangre de perro (Krejcy et
al., 1993). La vida media de la L-NAME en plasma es de 222 min. En plasma humano este valor es
idéntico, 207 min. Sin embargo, la vida media de L-NAME es significativamente mas corta, en plasma
que en Buffer de fosfatos a pH 7.4, (365 min) (Pfeiffer et al., 1996). Esto puede deberse a que las
esterasas del plasma pueden contribuir a la hidrélisis de L-NAME, ademas de la aparentemente
catélisis alcali, hidrélisis no enzimatica a la que esta expuesta (Pfeiffer et al., 1996). El metabolismo
de L-NAME es mas rapido en sangre humana integra (t1/0= 29 min) (Pfeiffer et al., 1996) o de perro
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(t1/2= 64 min) (Krejcy et al., 1993), lo que indica que el metabolismo de L-NAME es principalmente

catalizado por esterasas de células sanguineas.

Tabla VIIl. Inhibidores de la NOS

Composicién Abreviatura Potencia de inhibicién
N-G-nitro-L-arginina metil éster L-NAME nNOS>eNOS>INOS
N*-monometil-L-arginina L-NMMA nNOS= eNOS=iNOS
N*-nitro-L-argina L-NOARG nNOS= eNOS>>INOS
N*-amino-L-argina L-NAA nNOS= iNOS>Enos

7-nitroindazol 7-NI nNOS= eNOS=iNOS
N-*iminoetil-L-omitina L-NIO iNOS>eNOS= nNOS*
Aminoguanidina iNOS>eNOS=nNOS

"J:J ggsar de su falta de selectividad en las enzimas aisladas, 7NI muestra una clara selectividad para
n 2

Tabla modificada de Moncada et al., 1997.

Inhibicion del NO durante el desarrollo

La inhibicién de la NOS durante periodos criticos del neurodesarrollo causa alteraciones en el
desarrollo de la via retinotectal (Myslivecek et al., 1996), alteraciones en el establecimiento de
proyecciones axonales (Peunova et al.,, 2001), alteraciones en la modulacién de la proliferacién
neuronal (Peunova et al.,, 2001) y alteraciones funcionales como en el aprendizaje y memoria
(Myslivecek et al.,, 1996; Séanchez-lslas et al., 2003). En la formacién de las conexiones
talamocorticales, Finney y Shatz (1998) reportaron que se lleva a cabo auln bajo una inhibicién crénica
del NO postnatalmente, lo que sugiere que el NO actua selectivamente en algunas vias y no es

esencial para llevar acabo este proceso.

Los primeros trabajos que se realizaron para ver el efecto de los inhibidores de la NOS se
debieron a la prolongada hipertensiéon que produce el L-NAME. Este se empleé experimentalmente
para investigar el papel del NO en la hipertension durante el embarazo y en un modelo de
preeclamsia en la rata. La aplicaciéon de L-NAME (25 a 50 mg/d) en uno de los primeros dias del
periodo de gestacion muestra que las ratas tratadas tienen una presion arterial alta y sus crias al
nacer tienen un peso y tamafio menor sin presentar malformaciones congénitas (Yallampalli y
Garfield, 1993). Ademas hay incremento significativo en la mortalidad fetal con respecto a los
controles. Cuando la aplicacion de L-NAME (25 a 50 mg/kg/d) es continua para producir una
inhibicion crénica de la NOS se observan resultados similares (Buhimschi et al., 1995; Edwards et al.,

77



1996). Sin embargo, Diket y col. (1994) administraron oralmente L-NAME (0.1, 0.3 6 1 mg/ml) a ratas
gravidas por periodos largos durante la gestacion, desde el dia de gestacién (dg) -13 al dg-19 o del
dg-13 al dg-20 no observaron un incremento de la presion sanguinea en las ratas tratadas, pero hubo
una reduccion dosis dependiente, en el peso de la placenta y del feto. Ademéas observaron una alta
incidencia de necrosis hemorragicas en los miembros posteriores de los fetos expuestos a las dos
concentraciones altas. Este ultimo efecto se neutralizé con la administracién de nitroprusiato de
sodio, un donador del NO. Por otro lado, los efectos del tratamiento crénico de otro inhibidor del NO,
el L-NOARG (0.2 a 0.4 mg/kg/d), producen los mismo sintomas que con L-NAME, con la diferencia
que las crias tienen una menor incidencia de malformaciones en las patas posteriores (Salas et al.,
1995).

Wu et al. (1994), encontraron que durante el desarrollo del sistema visual del pollo, en el tectum
hay altas concentraciones de NO durante el periodo de refinamiento: de las proyecciones
retinotectales. Los autores demostraron que al inhibir a la NOS baja la eliminacién de las
proyecciones retinotectales y concluyen que el NO sirve como un factor regulador para el
refinamiento proyecciones retino-tectales durante el desarrollo. Por otro lado, los ratones carentes del
gen de la nNOS” no muestran anormalidades evidentes neuroanatémicas y ni sensomotoras lo que
sugiere que otras isoformas de la NOS en el cerebro, como la iINOS y la eNOS pueden generar NO y
compensar la falta de la nNOS (Huang et al., 1993; Nelson et al., 1995; Dinerman et al., 1994). Sin
embargo diversos grupos de investigacion coinciden que el efecto de la inhibicion del NO es a nivel
neuromolecular (Kalb y Hockfield, 1990; Kalb y Agostini, 1993; Kalb, 1994), y esto quiere decir que
afecta la presencia de proteinas que participan en la maduracién y desarrollo del SNC. Kalb y
Agostini (1993) reportaron que la inhibicion de la NOS durante el desarrollo, provoca la falta de
expresion de proteinas del tipo de proteoglicanos de la superficie neuronal reconocidas por el
anticuerpo monoclonal Cat-305 que se expresan en las motoneuronas maduras de la médula espinal,

lo que indica que el NO participa en la maduraciéon de estas neuronas.

Las sinapsinas son fosfoproteinas que participan en la plasticidad y maduracion sinaptica. Por lo

que nos interesd saber si estas proteinas se afectan con la inhibicién de la NOS.
Sinapsinas

En el desarrollo del sistema nervioso central, en particular durante la sinaptogénesis, se
expresan proteinas que participan en la maduracién sinaptica (Stdhof et al., 1989; Lu et al., 1992;
Schaeffer et al., 1994; Valtorta et al., 1995, Ferreira et al., 2002). Las sindpsinas son proteinas
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asociadas a las vesiculas presinapticas que forman una familia de fosfoproteinas especificas de
neuronas, las cuales intervienen en la movilizacién de las vesiculas sinapticas previo a la liberacién de
neurotransmisores y en la plasticidad neuronal (Fig. 31). Se han identificado tres isoformas, la
sinapsian |, Il (De Camilli et al., 1983; De Camilli et al., 1990) y recientemente se describié un tercer
tipo, la Ill (Hosaka et al., 1998; Kao et al., 1998; Ferreira et al., 2000). Las sinapsinas | y Il estan
altamente concentradas en las terminales presinapticas nerviosas mientras que la lll se localiza en el
soma de la neuronas del sistema nervioso central (De Camilli et al., 1990; Ferreira et al., 2000). Estas
proteinas estan asociadas a la superficie citoplasmatica de las vesiculas sinapticas (De Camilli et al.,
1983; De Camilli et al., 1990; Greengard et al., 1993), y juega un papel en la formacion de sinapsis. La
inyeccién de sinapsina a blastémeros de Xenopus aceleran la formacion de sinapsis (Lu et al., 1992;
Schaeffer et al., 1994; Valtorta et al., 1995). Ademas, la supresion de sinapsina | o la sinapsina Il dan
como resultado la inhibicion de la sinaptogénesis en las neuronas hipocampales (Chin et al., 1995;
Ferreira et al., 1995, 1996, 1998).

Cinasa Il dopendiente .
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Figura 31. Represen-
tacién esquematica de la
estructura y topologia de
las principales proteinas
de una vesicula sinaptica.
N, amino, y C, carboxilo
terminal. Tomado de
Zigmond et al. 1999.
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Varios estudios han sugerido distintos papeles de la sinapsina | o de la sinapsina Il durante el
desarrollo neuronal. En cultivos de neuronas hipocampales, la sinapsina | juega un papel en la
elongacion axonal y la ramificacion (Chin et al., 1995), mientras que la sinapsina Il en la elongacién de
prolongaciones no diferenciadas (Ferreira et al., 1995, 1998).

Sinapsinas y el NO

Las sinapsinas pueden interactuar con lipidos y proteinas de las vesiculas sindpticas y con otras
del citoesqueleto, como la actina, para participar en la movilizacién y la regulacién de la liberacion de
neurotransmisores (Meffert y Calakos 1996; Jaffery et al., 2002). La especificidad de las reacciones
del 6xido nitrico con su blanco neuronal se determina en parte por la precisa localizacién celular de la
nNOS. En estudios recientes de Jaffrey et al. (2002) reportaron que la localizacién de la nNOS en la
terminal presinaptica depende de la formacion de un complejo ternario entre la NOS, la sinapsina | y
la proteina CAPON (carboxy-terminal PDZ ligand of nNOS). La falta de sinapsina | provoca cambios
de la localizacién, tanto de la nNOS como del CAPON afectando las funciones celulares de este
complejo ternario (Jaffrey, 2002). Las sinapsinas tienen funciones similares a las del NO a nivel
neuronal como son: la liberacion de neurotransmisores, la formacion de arborizaciones dendriticas y
maduracién sinaptica (Meffert et al., 1994; Montague et al., 1994), Ademas, el ratén carente del gen
de la nNOS” muestra defectos en la arborizacién dendritica (Inglis et al., 1998), los cuales son
similares a los defectos encontrados en los ratones carentes del gen de sinapsina | (Chin et al., 1995).
Este hecho sugiere que existe una relacion funcional estrecha entre el NO y las sinapsinas, por lo
que el déficit en la morfologia dendritica o liberacién de neurotransmisores en los ratones deficientes
de sinapsinas reflejarian un decremento en el acceso a la nNOS en la terminal sinaptica. Sin
embargo, no se sabe si la ausencia del NO afectaria la presencia y/o actividad de las sinapsinas

durante el desarrollo cerebral,

PARTE |

Estudio del Efecto de la Inhibicion de la NOS Durante el Desarrolio del
Sistema Nervioso Central del Axolotl

Planteamiento del Problema

El NO participa en la sinaptogénesis, establecimiento del patrén sinaptico, maduracion y crecimiento
cerebral durante el desarrollo del SNC. También se sabe que la biosintesis de NO puede ser
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blogueada por inhibidores dirigidos a la NOS tales como, NOARG o el NAME. Nuestro interés fue
determinar el posible papel del NO en el desarrollo del SNC del A mexicanum y el efecto sobre la
expresion de la sinapsina |.

Hipodtesis

Si el NO participa en la sinaptogénesis, establecimiento del patrén sinédptico, maduracién y
crecimiento cerebral durante el desarrollo del SNC. La aplicacion de inhibidores de la NOS en
estadios tempranos del desarrollo del sistema nervioso del A. mexicanum, tendran un efecto sobre el
proceso de maduracion y sinaptogénesis neuronal.

La inhibicion de la NOS provocara una disminucién de la inmunorreactividad a la sinapsina |.

Objetivo General

Determinar el posible papel que juega el 6xido nitrico en la formacién y desarrollo del cerebro
del Ambystoma mexicanum, mediante la utilizacion de inhibidores (L-NAME y L-NOARG) de la sintasa

del dxido nitrico.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de la inhibicion de la NOS sobre la actividad de la NADPH-d e
inmunorreactividad a la sinapsina |, en cortes de cerebro de embriones y larvas del A. mexicanum,
tratadas con L-NAME o L-NOARG desde el dia 8 embrionario hasta los 30 dias de desarrollo larvario.

Determinar los cambios en el peso, talla y morfolégicos macroscépicos de los embriones y las
larvas del A. mexicanum tratadas con los inhibidores de la NOS comparadas con los controles.

Establecer las diferencias en la distribucién de la tincién a la NADPH-d y la inmunorreactividad a
la sinapsina | en los cortes cerebrales de embriones de 8 dias y de larvas de 14, 16, 20 y 30 dias de

desarrollo del A. mexicanum tratadas con los inhibidores con respecto a los controles.

Cuantificar la mortalidad durante el desarrollo de las larvas tratadas y controles.
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Materiales y Métodos

Para la realizacion de estos experimentos se seleccionaron huevos de axolotl fecundados y en
la etapa de neurulacion. El procedimiento para la obtencién de ovoposciones se realizé como se
describe en la secciones de materiales y métodos de la parte | de esta tesis (ver pag. 20). A los 8 dias
del desarrollo se formaron dos grupos experimentales y uno control (Tabla IX), cada uno con 50
huevos. A todos los huevos se les hizo una pequena perforacion en la cubierta gelatinosa y vitelo que
los rodea para que penetrara el inhibidor. El inhibidor se disolvié en la solucién de Steinberg al 20% y
en la tabla IX se muestran la concentracién usada para cada uno. La solucién de Steinberg al 20% se
cambié diariamente por 30 dias. Los huevos del grupo control Unicamente se mantuvieron en solucion

de Steinberg al 20%, la cual se cambio diariamente durante el mismo tiempo que los experimentales.

Tabla IX. Grupos experimentales

Grupo | (n=100) L-NAME 2.5 mM + sol. Steinberg al 20%
Grupo Il (n=100) L-NOARG 2.5 mM + sol. Steinberg al 20%
Grupo lll (n=100) Control solo en solucién de Steinberg al 20%

Durante el transcurso de los experimentos se realizaron observaciones diarias del desarrollo de
los embriones y larvas. Se toma la talla de 10 animales por grupo (n=10) a los 10, 12, 14, 16, 18, 20,
26, 28 y 30 dias del desarrollo. También se contabilizé la mortalidad y se observo la anatomia de las
larvas. Ademas se colectaron 4 ejemplares (embriones y larvas) a los 8, 14, 16, 20 y 30 dias, las
cuales se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 24 h. Se equilibraron en sacarosa al 30% se

almacenaron hasta su uso.
Histoquimica para la NADPH-d

Se llevd a cabo esta técnica en cortes alternados seriados de cerebro de las larvas colectadas,

la cual se explica con detalle en la seccién de materiales y métodos de la parte | de esta tesis (ver

paginas 20-21).
Inmunohistoquimica para la sinapsina |

En los corte alternos se les aplicd la técnica de inmunohistoquimica con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa empleando un kit ABC (PK-6105, Vector, USA). Los cortes se incubaron en 0.03%
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de peroxido de hidrogeno (H,O,) por 30 min y entonces se lavaron con 0.1 M buffer fosfatos salino
(PBS). Entonces se incubaron por 1 h en PBS con 0.3% de Triton X 100 (BPS-T), 1% albumina
bovina (AB), 1% de suero normal de conejo (SC) y después se incubaron por 3 dias con un primer
anticuerpo policlonal contra sinapsina | a/b a 4°C (Santa Cruz, USA), diluido 1:600 en PBS-T, 1% SC.
Seguido de los lavados en PBS, se incubaron por 2h con anti IgG biotinilada de cabra hecho en
conejo (Vector, diluido 1:200). Después de otros lavados en BFS, los cortes se incubaron por 1h con
el complejo avidina-biotina-peroxidasa. La actividad de la peroxidasa se revelé con una reaccién de
una mezcla de 10 mg de 3,3-diaminobenzidina en 26 ml de buffer Tris-HCI salino (0.005 M, pH 7.6),
12 pl H,O, al 30 % y 300 pl de sulfato de niquel al 30%. Posteriormente se lavaron con PBS, se
secaron, se deshidrataron con alcoholes graduales (70, 80, 96 y 100%), y xilol y se montaron con
Enthelan. Las preparaciones se analizaron bajo un microscopio Leitz Laborlux 12 equipado con una
camara digital (Spot camera) con la cual se tomaron fotos y se digitalizaron en una computadora.

Analisis Estadistico

Todos los resultados de la inhibicion se presentan como el promedio + SEM. La comparacién
estadistica entre las regiones positivas de los grupos tratados L-NAME y L-NOARG y grupo control se
hizo por la prueba de "t" de Student y la ANOVA de una sola via, Student Newman-Keuls. La

significancia se asumié con los valores de P <0.05.

Resultados

Las larvas tratadas con L-NAME y L-NOARG (2.5 mM) no presentaron ninguna alteracién
macroanatémica evidente comparadas con los controles. La eclosion de las larvas en los tres grupos
ocurrié de forma normal ya que fue entre los dias 13 y 15 del desarrollo.

En las larvas tratadas y las controles, procesadas para la técnica de histoquimica para la
NADPH-d, no observamos algun cambio en la tincion ni en la distribucion de la enzima. La
inmunohistoquimica para la sinapsina |, no revelo cambios de expresion de la proteina (Fig. 32 C y
D). Tanto las larvas tratadas como las controles presentaron una fuerte marca NADPH-d/NOS en la

mayoria de las estructuras cerebrales analizadas.
Las larvas tratadas tanto con L-NAME como con L-NOARG, entre los dias 10 y 14 del

desarrollo, tuvieron una talla menor, la cual resulta ser significativa comparada con el grupo control
(Fig. 33). Después del dia 18 del desarrollo hasta el final del tratamiento, el grupo tratado con
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Figura 32. Inmunohistoquimica a sinapsina |. Fotomicrografias de cortes coronales (20 um) de cerebro de larva de
Ambystoma mexicanum de 30 dias de desarrollo larvario. A. Nuicleo paraventricular hipotaldmico (NPvHt) con
inmunorreactividad a sinapsina | en la zona del neuropilo (). B. Una seccién del NPvHt a mayor aumento (400 X). Nucleo
del fasciculo medial telencefdlico (NFMT) de una larva control (C) y una tratada con L-NAME (D) donde se observa
inmunorreatividad a sinapsina | en la zona del neuropilo (4). Barras: 16 um (A), 10 ym (B), 40 ym (C y D).
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L-NAME mostré una talla mayor significativa comparado con el control. Mientras que el grupo tratado
con L-NOARG mostré una talla menor significativa con respecto al control (Fig. 33). El porcentaje de
mortalidad contabilizado al final del tratamiento fue mayor en los grupos tratados con L-NAME (31 %)
y L-NOARG (23 %) comparado con el control (15 %) (Fig. 34). La mortalidad por dia fue mayor en los
primeros 5 dias de tratamiento, principalmente en las larvas tratadas con L-NOARG. Después de los

5 dias de tratamiento disminuye la moralidad (una por dia), mientras que en el grupo control ya no

hay mortalidad (Fig. 35).

30 -
B Conuol
] NAVE 25 M .
25 A | NOARG 25 mM
* =
2.0
%
5 « M E
g 15 N * -
| * ™ -
P ¥ ox* B
10 i B
05
5
B 10 12 14 16 18 20 268 28 30

DIAS DE DESARROLLO

Figura 33. Efecto de la inhibicién de la NOS con NAME y NOARG sobre la talla del A. mexicanum durante el desarrollo.
Las lineas denotan los SEM y los asteriscos representan los grupos que fueron significativos, p<0.05 (Anova de dos vias,

Student-Newman-Keuls).
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Figura 34. Efecto de la inhibicion de la NOS con NAME y NOARG durante el desarrollo del A. mexicanum. La grafica
muestra el porcentaje de mortalidad en los grupos tratados y el control, en cada caso la n= 100.
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Figura 35. Efecto de la inhibicion de la NOS con NAME y NOARG durante el desarrollo del A. mexicanum. La grafica
muestra la mortalidad cuantificada por dia en los grupos tratados y el control.
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PARTE Il

Estudio del Efecto de la Inhibicion de la Sintasa del Oxido Nitrico Durante
la Etapa Postnatal Temprana del Cerebro de la Rata

Planteamiento del Problema

La inhibicion de la NOS por sus antagonistas durante el desarrollo del SNC, no produce
alteraciones macroanatémicas, tal como se observa en el ratén carente de la nNOS (Inglis et al.,
1998). Sin embargo, si causa alteraciones a nivel molecular como por ejemplo la falta de expresion de
proteinas que presentan las neuronas maduras (Kalb y Hockfield, 1990; Kalb y Agostini, 1993; Kalb,
1994) y en la sinaptogenésis y refinamiento de proyecciones axonales (Wu et al., 1994), etc. en este
estudio nos intereso conocer el efecto de la inhibicion de la enzima NOS, por su antagonista L-NAME
en el periodo postnatal de la rata, sobre la inmunorreactividad de la proteina sinapsina | en estructuras

cerebrales relacionadas con funciones cognitivas (corteza prefrontal, hipocampo y talamo dorsal).

Hipotesis

El NO tiene una importante participacién en el desarrollo del SNC, en especial durante la
maduracién sinaptica, fase en la que también hay una alta expresién de la proteina sindpsina I. La
aplicacion de inhibidores de la NOS, como el L-NAME, en este periodo critico de la maduracion de los
circuitos neuronales, provocara una disminucion de la expresiéon de sinapsinas en la corteza

prefrontal, hipocampo y talamo dorsal.

Objetivo General
Determinar el papel del 6xido nitrico sobre la expresion de sindpsinas en diferentes nicleos
cerebrales de ratas tratadas del dia 3 al 23 postnatal con el inhibidor de la NOS, L-NAME.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de la inhibicion de la NOS sobre la actividad de la NADPH-d e
inmunorreactividad a la sinapsina |, en cortes de cerebro al nivel de corteza prefrontal, hipocampo y
talamo, en grupos de crias de ratas de 24 dias postnatales, tratadas del dia 3 al 23 postnatal con L-
NAME.
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Cuantificar la densidad éptica de la presencia de la tincién a la NADPH-d por célula y por regién
en los nucleos: Corteza prefrontal, hipocampo y tdlamo dorsal de las crias de ratas tratadas y

controles.

Cuantificar la densidad 6ptica de la presencia de la inmunorreactividad a sindpsinas por regién
y subregién en los nucleos: Corteza prefrontal, hipocampo y tdlamo dorsal, de las crias de ratas

tratadas y controles.
Materiales y Métodos

Tratamiento

Se utilizaron crias de ratas Wistar (n=14) de uno y otro sexo, las cuales se trataron desde el dia
postnatal 3 hasta el dia 23 con una dosis de 60 mg/kg/dia de N-nitro-L-arginina metilester (L-NAME,
Sigma), disuelto en solucién salina (10 a 50 um dependiendo del peso corporal) y administrado una
diariamente subcutaneamente. Los controles recibieron una dosis equivalente de solucién salina.

Histoquimica para la NADPH-d e Inmunohistoquimica para la sinapsina |

Para la localizacién histoquimica de la actividad de la NADPH-d y la inmunohistoquimica para
la sinapsina |, las crias control y L-NAME a los 24 dias de edad se anestesiaron con pentobarbital 40
mg/kg i.p. y se perfundieron via intracardiaca y se fijaron con 4 % de paraformaldehido en 0.1 M de
buffer fosfatos salino (PBS). Se extrajeron los cerebros y se posfijaron en la misma solucién por 16 h,
se cridprotegieron con sacarosa al 30% y se hicieron cortes coronales seriados de 50 pm a -20 °C en
un cridtomo. En los cortes del control y el tratado correspondientes al bregma —4.16 de Paxinos y
Watson (1998) (Fig. 36A), realizamos las técnicas de histoquimica para la NADPH-d y la

inmunohistoquimica para la sinapsina | descrito anteriormente.

Analisis cuantitativo de la histoquimica para NADPH-d e inmunohistoquimica para la
sinapsina |
Se analizé la densidad Optica de la marca histoquimica e inmunohistoquimica en cortes

coronales de la corteza prefrontal, subregiones del hipocampo y tdlamo dorsal (Fig. 36A). Los cortes
se observaron en un microscopio Leitz Laborlux 12 y se fotografiaron en una camara digital SPOT 2
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(Diagnostic Instruments, Inc), y capturadas y digitalizadas usando una computadora personal. La
cuantificacion se llevo a cabo en los dos hemisferios cerebrales de cortes coronales, en dos cortes
alternados (uno para NADPH-d y uno para la sinapsina |) para cada animal (n=14). La densidad
optica de las areas positivas fue cuantificada usando el programa de andlisis de imagenes Scion
Image (4.0.2, NIH, USA) estandarizado con una escala de grises entre el blanco (0) y negro (255).
Para cada regién cerebral, el promedio de la densidad éptica del grupo control se tomo como el
100%. En el caso de la histoquimica para la NADPH-d medimos la densidad éptica de algunos somas
neuronales elegidos al azar en las mismas regiones para cuantificar cambios en la intensidad de
tincion. El numero total de células procesadas en las diferentes regiones fueron: 121 en la corteza

prefrontal, 174 en el hipocampo, y 246 en el nicleo geniculado lateral ventral del talamo dorsal.

Analisis Estadistico

Los resultados de la cuantificaciéon de las densidades oOpticas de los experimentos de
histoquimica e inmunohistoquimica se presentan como el promedio + s.e.m. La comparacion
estadistica de estos datos entre el tratado L-NAME y grupo control se realizé por una prueba de "t" de
Student pareada, la densidad optica de las neuronas fue evaluada por medio de una prueba de "U" de

Mann-Whitney. La significancia se asumié con los valores de P <0.05.

Resultados

Los resultados se muestran de manera resumida, para mayor detalle ver el sobretiro: Nitric
oxide synthase inhibition during synaptic_maturation decreases synapsin | _immunoreactivity in rat
brain. Nitric Oxide 10 (2004) 141-149, en la seccién de anexos.

Las crias tratadas postnatalmente del dia 3 al 23 con L-NAME, tuvieron un decremento en el
peso corporal del 15% comparado con el grupo de crias controles. No se observaron otras
alteraciones macroanatémicas evidentes, ni tampoco en la actividad motora. Los cortes coronales
cerebrales de las crias tratadas mostraron una reduccién significativa de la inmunorreactividad a la
sinapsina | en las areas estudiadas: corteza prefrontal, hipocampo y talamo dorsal con respecto a las
crias control (TablalX, Fig. 36 D, E y F, Fig. 38). La actividad a la NADPH-d presento reduccion de
neuronas y fibras en esds mismas areas (Fig. 36 B y C, Fig. 37) Estos resultados sugieren que las
alteraciones causadas por la deficiencia de NO y sindpsinas en la etapa postnatal pueden estar

89



afectando funciones que dependen de la formacioén de conexiones sindpticas tales como aprendizaje

y memoria.

TABLAIX. Andlisis cuantitativo de las areas cerebrales con inmunorreactividad a la sinapsina .

Estructura Cerebral Control (%) L-NAME (%) Decremento (%)
Corteza Prefrontal 100 £5.73 65.15 +2.60 34.85 +2.60
Hipocampo:

Stratum oriens de CA1 100 + 10.28 81.06 = 8.40 18.94 + 8.40
Stratum radiatum de CA1 100 + 9.02 B84.75 + 7.35 28.47 + 7.35
Stratum oriens de CA2 100 £+ 9.34 71.53 + 10.31 28.47 +10.31
Stratum radiatum de CA2 100 = 8.04 70.88 + 8.28 29.12 + 8.28
Stratum oriens de CA3a 100 + 4.25 66.59 + 4.61 33.41 + 4.61
Stratum lucidum de CA3a 100 + 5.36 61.28 + 5.98 38.72 + 5.98
Stratum oriens de CA3b 100 + 7.84 67.18 = 6.88 3282+ 6.88
Stratum lucidum de CA3b 100+ 7.19 58.89 + 6.94 4111+ 6.94
Capa celular Granular del giro dentado 100 + 10.24 69.61 + 7.86 30.39+ 7.86
Hilus 100 = 7.84 64.87 £+ 7.32 35.13x 7.32
Zona Polimérfica del giro dentado 100 + 8.94 65.52 + 6.87 34.48 + 6.87
Stratum lacunosum-molecularis 100+ 7.49 62.67 + 4.86 37.33+ 486
Capa interna del giro dentado 100 + 6.46 61.08 £ 5.05 38.92 = 5.05
Talamo 100 £ 6.96 66.71 £ 4.76 33.29+ 4.76

Cuantificacién de la densidad 6ptica de la inmunorreactividad a sinapsina | en diferentes regiones del cerebro de las
crias de rata del grupo control (salino) y L-NAME, tratados desde el dia postnatal 3 al 23 y sacrificados en el dia
postnatal 24. Los promedios de las densidades épticas del grupo control fueron tomados como el 100%. Un
importante decremento en la densidad dptica fue observado en casi todas la regiones cerebrales de los grupos
tratados. Los valores son el promedio + s.e.m.
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Figura 36. Analisis cuantitativo de la tincién a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la sinapsina | en crias de 24 dias tratadas con L-NAME del dia 3-23 postnatales y controles
(solucion salina). A. Esquema donde se muestran las regiones cerebrales que se cuantificaron. La tincién a la NADPH-d (lado izquierdo) Corteza prefrontal (CP), Hipocampo
(HP) y Talamo (TA). La inmunorreactividad a sinapsina | (lado derecho) en CP, en el hipocampo se cuantificé por subregiones a) stratum orines del CA1; b) stratum radiatum
del CA1; c) stratum orines del CA2; d) stratum radiatum del CA2; e) stratum lucidum del CA3a; f) stratum oriens del CA3a; g) stratum lucidum del CA3b; h) stratum oriens del
CA3b; i) capa celular granular del giro dentado; j) hilus; k) zona polimérfica del giro dentado; 1) stratum lacunosum-moleculaire; m) capa intemna del giro dentado y en el talamo.
B. y C. Graficas que muestran el efecto de la inhibicién de la NOS sobre la tincién a la NADPH-d las tres regiones(B) y en los somas (C). En ambos casos muestran un
decremento significativo de la tincién. D, E y F. Efecto de la inhibicién de la NOS sobre la inmunorreactividad a sinapsina | en CP, HP, TA. Un decremento significativo de la
tincion se encontré en las tres regiones estudiadas, con excepcién de las subregiones del hipocampo a, b y c. Los resultados se expresan como el promedio de los valores del
grupo (7 ratas, 1 corte por rata) + s.e.m. La diferencia entre los grupos controles y experimentales se analizaron por una prueba de t de Student para las regiones *P<0.05,
**P<0.005, ***P<0.001 y una prueba U de Mann-Whitney para los somas *P<0.05.




Figura 37. Histoquimica a la NADPH-d. Fotomicrografias de cortes coronales (50 pum) de cerebro de ratas de 24 dias
tratadas con L-NAME del dia 3 al 23 postnatal y de controles (solucién salina). Los cortes A, C, E y G del grupo control y B,
D, F y H del grupo tratado con L-NAME. A y B corteza prefrontal; C y D hipocampo (Hilus); E y F tadlamo dorsal; H e |
magnificacién de la zona del nicleo geniculado. Las flechas muestran neuronas y fibras tefidas. En todos los cortes del
grupo tratado (izquierda) se observa una disminucién de la intensidad de la tincién comparados con los cortes del control
(derecho). Nétese la completa ausencia de neuronas teiidas en el hipocampo (D) y la reduccién de la intensidad de la
tincién en los somas positivos en el niicleo geniculado (H). Barras: 350 pm (A-F); 50 pm (G-H).
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Figura 38. Inmunohistoquimica a sinapsina |. Fotomicrografias de cortes coronales (50 um) de cerebro de ratas de 24 dias
tratadas con L-NAME del dia 3 al 23 postnatal (A, C, E y G) y de controles (solucién salina) (B, D, F y H). A y B corteza
prefrontal; C y D hipocampo; E y F talamo dorsal; G y H magnificacion de la region CA3. En todos los cortes del grupo
tratado de observa una disminucién de la inmunorreactividad a sinapsina |. Las flechas indican areas de intensa tincién.

Barras: 350 pm (A-F); 50 pm (G-H).
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DISCUSION GENERAL

Como mencionamos anteriormente, esta tesis esta dividida en tres capitulos: en el primero se
determind la existencia y localizacién anatémica del éxido nitrico durante el desarrollo del sistema
nervioso central del Ambystorma mexicanum, mediante el empleo de técnicas para la localizacion de la
enzima que sintetiza al NO y su actividad enzimatica, en tejido fijado: la histoquimica para la NADPH-d
y la inmunohistoquimica para la nNOS (Capitulo I). En el segundo capitulo se describen estructuras
del sistema nervioso periférico positivas a la NADPH-d/ nNOS: los neuromastos y el epitelio olfatorio.
A partir de estos resultados, estudiamos la distribucion anatémica de la NADPH-d/ nNOS en el epitelio
olfatorio del axolotl en la etapa juvenil y de adulto (Capitulo Il). En el tercero investigamos el efecto de
la inhibicién de la NOS con sus antagonistas L-NAME y L-NOARG durante el desarrollo y maduracién
del SNC y sobre la expresién de la proteina presindptica, la sinapsina |, que utilizamos como un

marcador de la actividad y densidad sinaptica (Capitulo il).

Distribucion anatomica de la sintasa del oxido nitrico durante el desarrollo del
sistema nervioso central del axolotl, Ambystoma mexicanum

La deteccion de la actividad a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la nNOS inicia a partir del
dia 8 del desarrollo del SNC del A. mexicanum. Las fibras y neuronas marcadas se presentaron
conforme al desarrollo de las estructuras cerebrales del axolotl. Se inicia en el rombencéfalo hasta la
parte palial del telencéfalo, Ultima regién en desarrollarse y en presentar la marca (ver tabla VII). La
actividad de la NADPH-d y la IR-NOS no se expresa durante la division celular o en el proceso de
migracion, pero si en el ultimo periodo de desarrollo, cuando ocurre el establecimiento de conexiones.
Esto mismo se reporté en mamiferos donde se observé que las primeras neuronas marcadas
aparecen después de terminado el periodo de division celular durante la maduracion, extension de las
terminales y sinaptogénesis (Bredt y Snyder, 1994; Alonso et al., 2000; Lépez y Gonzalez, 2002).

En el dia 8 del desarrollo del SNC del Ambystoma se detecté la NADPH-d/nNOS en grupos de
neuronas y fibras nerviosas en la parte medial lateral del rombencéfalo, donde se encuentra el nicleo
reticular inferior (Herrick, 1948) y se describe como una zona relacionada con el control motor y del
nado de la larva, desde etapas tempranas del desarrollo (McLean et al., 2000, 2001). La presencia de
neuronas marcadas en esta etapa del desarrollo coincidié con los primeros movimientos de la larva
dentro del huevo, por lo que posiblemente el NO participe en el control motor del nado como se ha
sugerido en otro anfibios (McLean et al., 2000, 2001). En la rana Xenopus laevis, MclLean y col.
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(2000) reportan que durante el desarrollo del SNC de este anfibio, el primer grupo de neuronas
positivas a la NADPH-d se localiza en la parte caudal del rombencéfalo y se describen como neuronas
reticuloespinales relacionadas con el control del nado de la larva. La actividad eléctrica de estas
neuronas cambia cuando se exponen a inhibidores del NO, como el L-NAME y el N(G)-nitro-L-
arginina, (0.5-5 mmol™) o a donadores del NO como el S-nitroso-N-acetilpenicilamina, 100-500 pmol”,
lo que confirma su participacién en el control de las funciones motoras de la larva (McLean et al.,
2000, 2001).

El NO inicia su expresion alrededor del dia 17 de la gestacién en la rata y en el dia 8 del
desarrollo larvario en el axolotl, junto con otros neuropéptidos y neurotransmisores que participan en
el desarrollo y crecimiento del SNC. En la rata se reporta que la acetilcolina aparece el dia 23, el
GABA y las catecolaminas el dia 16 (Kwong et al., 2000). El neuropéptido Y se identifica el dia 13 de
la gestacion (Foster y Schultzberg, 1984), la somatostatina y sustancia P en el 14 (McGregor et. al.
1982). Los péptidos neurohipofisiarios, vasopresina y la oxcitocina en el dia 14 y 17 (Buijs et al.,
1980), mientras que las fibras vasopresinérgicas aparecen inmunorreactivas en el dia 16 (Boer et al.,
1980; Buijs et al., 1980). Los peptidos de la familia de la proopiomelanocortina estan presentes desde
el dia 15 de la gestacién (Bayon et al.,, 1979b, Swaab y Martin, 1982). El factor estimulante de la
liberacion de la hormona luteinizante se identifica en el dia 1 postnatal (McGregor et al., 1982) y el de
la hormona tiroidea en el dia 18 (Conklin et al., 1973). La neurotensina después del dia 10 postnatal
(Aperi et al., 1982). En el nlcleo del tracto solitario que esta formado por una poblacion mixta de
células que contienen varios neurotransmisores (Gonzalez et al., 1994; Truinhof et al,, 1994) y
neuropéptidos (Sanchez-Islas et al., 1999; Chartrel et al., 2002; Kozicz et al., 2002; Crespo et al.,
2003; Gonzalez et al.,, 2003; Haremaki et al., 2003, Hu et al, 2003; Nemeth, 2003). La
inmunorreactividad a la nNOS aparece en etapas mas tempranas que otros neurotransmisores 0
neuropéptidos (Gonzélez et al., 1994; Truinhof et al., 1994). En estudios anteriores hemos visto que
en el nudcleo reticular inferior en el A. mexicanum los péptidos opioides (leucina- y metionina-
encefalina y octapéptido) aparecen el dia 12 del desarrollo, cuatro dias después de la NOS (Sanchez-

Islas et al., 1999).

Los estudios de neurodesarrollo en mamiferos muestran patrones definidos de expresion
de la NOS en diferentes nlcleos cerebrales (Bredt y Snyder, 1994; Giuili et al., 1994, Vizzard et al.,
1994; Samara et al.,, 1995; Tendrio et al., 1995; Terada et al., 1996). Bredt y Snyder (1994)
reportaron que en la etapa embrionaria 15 (E15) de la rata se expresa transitoriamente la NADPH-
d en las neuronas de la corteza cerebral, en la etapa postnatal presenta un decremento

significativo, la expresién se incrementa nuevamente en el adulto o cuando se produce una lesion
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o dafo cerebral. En otros vertebrados hay un aumento de la expresién durante el crecimiento y
maduracion neuronal; asi como en la formacién de vias neuronales (Fiallos-Estrada et al., 1993;
Vizzard et al., 1993). En el A. mexicanum, las neuronas y fibras marcadas fueron en aumento
hasta la etapa de adulto neoténico, sin mostrar ningin decremento o pérdida de la marca. Como
en el axolotl, otros anfibios presentan un patrén similar de expresion de la NOS, lo que sugiere que
este patron sea caracteristico de los anfibios (Guglielmotti y Fiorino,1999; McLean et al., 2000;
McLean y Sillar, 2001; Peunova et al., 2001; Lépez y Gonzalez, 2002; Gonzalez et al., 2002;
Moreno et al., 2002a,b).

En el tallo cerebral caudal de los amniotas (reptiles, aves y mamiferos), la actividad de la
NADPH-d aparece antes que en la parte rostral o que en el cerebro anterior (Takemura et al., 1996;
Terada et al., 1996; lwase et al., 1998). Contrario a esto, en el pez teledsteo Tilapia mariae, el unico
vertebrado anamniota donde se estudio el patrén de expresion de la NADPH-d, se vio que este
aparece en etapas tempranas en el telencéfalo y en varios nucleos del diencéfalo, mientras que en el
tectum Optico y otros centros del tallo cerebral, la marca a la NADPH-d aparece mucho después
(Villani, 1999), lo que senala algunas diferencias en el desarrollo del sistema nitrérgico entre amniotas
y anamniotas (Moreno et al., 2002a,b). El patron de expresion en el A. mexicanum y en otros anfibios
urodelos (McLean et al., 2000, 2001; Moreno et al., 2002a,b) tiene mas similitudes con los amniotas
que con los peces, ya que las primeras células nitrérgicas se detectan en la parte caudal del

rombencéfalo y posteriormente en las regiones mas rostrales.

A partir del dia 14 del desarrollo del axolotl inicia la eclosion de las larvas, lo cual conlleva
cambios fisiolégicos importantes. En esta etapa se observé un aumento de nucleos cerebrales con
neuronas fuertemente marcadas (nucleo del trigémino, tegmentum, tdlamo y nucleo estrio-
amigadalino, ver tabla VI), lo que sugiere la participacién del NO en los cambios fisiolégicos
relacionados con la eclosién. En otros vertebrados, el aumento de areas cerebrales positivas a la NOS
se correlaciona con etapas criticas del desarrollo, como en la eclosién en aves (Bruning, 1993;
Rickard et al., 1994; Atoji, 2001), y en el nacimiento en los mamiferos (Matsumoto, 1993; Williams,
1994; Galea, 1995; Tenorio, 1995; Holtzman, 1996; Keilhoff, 1996; Layes, 1996; Takemura, 1996;
Bertini y Bentivoglio, 1997). En los anfibios urodelos que presentan metamorfosis, como la
salamandra Pleurodeles waltl, hay un cambio en la distribucién de la NADPH-d/NOS y se observan
nuevos nucleos cerebrales marcados durante este proceso biolégico. Lo que sugiere que el NO tenga
un papel durante el proceso de metamorfosis (Gonzélez et al., 1996; Gonzélez et al., 2003). El axolotl
es un anfibio neoténico, llega a la madurez sexual en estado larvario, a los 10 meses de edad, la
distribucién de la NADPH-d/NOS se asemeja a la del adulto neoténico y a la distribucién que se
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reporta en otros anfibios adultos que si sufren metamorfosis. Esto sugiere que el sistema nitrérgico del
axolotl es maduro, aunque el permanezca en estado larvario. No se ha estudiado si hay cambios en la

distribucién de la NADPH-d/NOS si se provocara experimentalmente la metamorfosis.

En las etapas tempranas del desarrollo del axolotl, en los nucleos amigdalino (NAm) del
fasciculo medial telencefalico (NFMT) y del mesencefdlico del trigémino, las fibras nerviosas
marcadas tuvieron una densidad media. A los 10 meses del desarrollo, se observaron los
fasciculos y los tractos fuertemente marcados, particularmente los de los ntcleos de los fasciculos
laterales y medios telencefalicos, el fasciculo tegmental profundo y el tracto tegmental pedincular.
Este patron de aumento progresivo se reporté en otros vertebrados (Derer y Derer, 1993; Gonzalez
et al.,, 1996; Moreno et al., 2002a,b; Gonzélez et al., 2003). En este sentido, la expresién de la
NADPH-d se correlaciona con el tiempo de innervacion de diferentes areas cerebrales (Derer y
Derer, 1993; Bredt y Snyder, 1994; Williams, 1994). Como en el caso de las fibras nigro-estriatales
(Derer y Derer, 1993), las musgosas en el cerebelo, las conexiones talamo-cortical (Bredt y
Snyder, 1994), la retino-tectal (Williams, 1994) y en las en las neuronas del tdlamo y tectum
(Williams et al., 1994; Bertini y Bentivoglio, 1997). Por lo que se sugiere que el NO intervenga en el

refinamiento y maduracién de las conexiones cerebrales.

Esta reportado que la actividad a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la nNOS no
colocalizan en algunos nucleos cerebrales como son: en el bulbo olfatorio, el nucleo principal
olfatorio, la mucosa olfatoria y la glandula adrenal de la rata adulta (Hope et al., 1991; Kidd et al.,
1995). En la mucosa olfatoria del axolotl si hubo coexistencia de las dos marcas en las neuronas
receptoras olfatorias, lo que no se habia reportado en otros vertebrados (Sanchez-Islas y Ledn-
Olea, 2001). En los experimentos con cortes seriados, se observé claramente la presencia de
ambas marcas en los mismos nucleos cerebrales durante el neurodesarrollo del axolotl. Esto
sugiere que la actividad de la NADPH-d efectivamente corresponde a la nNOS (Snyder, 1992;
Snyder y Bredt, 1992). Se reporté la presencia de la NOS endotelial en neuronas del hipotalamo y
en otras regiones cerebrales, que producen actividad de la NADPH-d, sin embargo estas no tienen
inmunorreactividad a la nNOS (Dinerman et al., 1994). En los Unicos nucleos donde no se encontro
esta colocalizaciéon fueron: el bulbo olfatorio y en el nucleo principal olfatorio. Estos nucleos
presentan actividad a la NADPH-d pero no IR-nNOS, igual que como se reporto para la rata.
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Estructuras del sistema nervioso periférico positivas a la NADPH-d y a la nNOS
Sistema de la linea lateral

La presencia del NADPH-d/nNOS se observé en otras estructuras del SNP como son: en
los neuromastos, en las neuronas receptoras olfatorias del epitelio olfatorio (ver fig. 20) y en los
fotorreceptores de la retina (no se muestra en esta tesis). Los neuromastos son érganos sensoriales
que forman parte de la linea lateral del axolotl, se distribuyen en la cabeza y en la parte lateral del
cuerpo. A partir del dia 10 del desarrollo, las células ciliadas de los neuromastos presentaron una
marca intensa, la cual se mantiene hasta el adulto. La inmunorreactividad a la nNOS y la actividad a la
NADPH-d coexisten. No se tiene informacion de la presencia de NO en estos 6rganos en otras
especies de animales. Se sabe que estas estructuras son receptores sensoriales que transmiten la
informacion del medio que rodea al animal, como concentracién de sales, posicion, electrosepcién,
etc. (Northcutt, 1990). Por lo que la presencia de NO en estas estructuras puede sugerir la
participacion de esta molécula en procesos de la transduccion sensorial como se reporté en otros
sistemas sensoriales como el olfatorio y el vestibular (Breer et al., 1993; Bredt y Snyder, 1994, Davis
et al., 1991; Flores et al., 1996). Falta por determinar la participacion de esta molécula en la
transduccion de estas senales en el sistema de la linea lateral y estudiar su importancia en la

comunicacion del axolotl con su medio ambiente.

Sistema olfatorio

En el epitelio olfatorio de la cavidad nasal se detectd actividad a la NADPH-d e
inmunorreactividad a la nNOS a partir del dia 10 del desarrollo. La marca se localizé principalmente en
las neuronas receptoras olfatorias (NRO), en los complejos mucociliar/microviliar y en las células
basales. En las NRO, la actividad a la NADPH-d se observa en el soma, dendritas y el axén. La IR-
nNOS esta principalmente en las dendritas, en los botones dendriticos, en sus conos axénicos y en
algunos somas. En estas estructuras observamos que en el dia 10, la marca fue tenue y
posteriormente se incrementé hasta el décimo mes de desarrollo y se conserva hasta en el adulto
neotético como una marca fuerte (Sanchez-Islas y Leén Olea, 2001). En otros vertebrados durante el
desarrollo coexisten las dos marcas en las células basales, pero en el adulto, la inmunorreactividad a
la NNOS desaparece (Bredt y Snayder, 1994). Con la axotomia del nervio olfatorio o la lesion del
epitelio nasal en la rata, la inmunorreactividad vuelve, mientras se regenera la mucosa olfatoria. La
axotomia olfatoria en el axolotl provoca la pérdida de la marca por degeneracion de las NRO, a las 2

semanas posteriores al dano hay una marca fuerte en las células basales que son las células que dan

98



origen a las NRO (Barber y Raisman 1978; Wilson y Raisman 1980), por lo que sugerimos la
participacion del NO en el desarrollo y diferenciacion de las neuronas receptoras olfatorias (Roskams
et al., 1994, Sanchez-Islas y Ledn Olea, 2001). EI NO participa en la transduccién de la sefial olfatoria,
la cual se realiza en los microcilios de las neuronas receptoras olfatorias, por lo que desde etapas
tempranas del desarrollo del Ambystoma, el NO puede participar en esta funcién como se sugerido en
otros vertebrados (Davis et al., 1991; Breer et al., 1992; 1993; Hanazawa et al., 1993; Lischka y Schild
1993; Bredt y Snyder, 1994; Kulkarni et al., 1994; DellaCorte et al., 1995; Zielinski et al., 1996). Sin
embargo, la colocalizacion de NADPH-d e IR-nNOS en las NRO no se ha encontrado en otros
vertebrados, unicamente Zienlinski y col. (1996) reportaron esta colocalizacién en la larva de la
lamprea Petromyzon marinus. En otras especies como la rata, bagre, o el humano, se reporté la
presencia de NADPH-d en las NRO, pero no la IR-nNOS (Kulkarni et al., 1994; DellaCorte et al.,
1995). Existen varios factores que pueden fundamentar la falta de colocalizacion: (1) Las técnicas
histoquimicas e inmonohistoquimicas empleadas por diferentes investigadores pueden diferir en la
especificidad, sensibilidad, y/o mostrar particularidades. (2) Las neuronas olfatorias maduras pueden
expresar isoformas ligeramente diferentes a la nNOS contra la cual la especificidad del anticuerpo fue
desarrollado y consecuentemente no se detectan. (3) La marca histoquimica de la NADPH-d obtenida
en algunas especies seria resultado de la accion de una enzima oxidorreductasa diferente de la NOS.
Esto ocurre cuando el tejido no se fij6 con la concentracion de paraformaldehido y el tiempo de
postfijacion adecuados. La fijacion con paraformaldehido inactiva todas las enzimas dependientes de
la NADPH-d excepto a la NOS (Dawson et al., 1991, Bredt y Snyder 1992, Matsumoto et al., 1993,
Yamamoto et al., 1993). Es interesante mencionar que en el axolotl usamos diferentes diluciones para
la inmunohistoquimica en el tejido olfatorio y en el cerebro (1:100, 1:500). Estos datos sugieren una
sensibilidad diferente del anticuerpo o una concentracién baja de la enzima en el tejido olfatorio. No
obstante, hay evidencias bioguimicas vy fisiolégicas (DellaCorte et al., 1995) que muestran que el NO
este presente en el epitelio olfatorio de varias especies y que esta molécula juega un papel en la
transduccion olfatoria. Asi, los estudios electrofisiologicos en los receptores de membrana de las NRO
del Xenopus laevis (Linschka y Schild, 1993), tanto como la estimulacién de los cilios de tejido olfatorio
aislado de rata y bagre (Breer et al., 1992; Breer y Shepherd, 1993) con altas concentraciones de
odorantes, inducen un incremento rapido de los niveles AMPc o IP3, ademas de un retraso y una
elevacion sostenida de la concentracion de GMPc. La respuesta de GMPc inducida por odorantes se
bloquea por L-NG-nitro-arginina, un inhibidor selectivo de la sintesis del NO, asi como la hemoglobina,
la cual une e inactiva eficientemente al NO. En el registro electrolfatogréfico (REO) del epitelio nasal
de la larva de lamprea, la administracion de L-arginina, el precursor del NO, induce una potente
respuesta en el registro del REO, mientras que la aplicacion del inhibidor de la NOS, Nw-n-L-arginina,
causa un notable decremento en la respuesta (Zielinski et al., 1996). Lo anterior sugiere una clara
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modulacion de la respuesta olfatoria mediada por el NO. El hecho de que la tincién a la NADPH-d e
IR-nNOS se encuentren en dos especies en estado larvario, como el axolotl (presente datos) y la larva
de la lamprea (Zielinski et al., 1996), sugiere que el estado de desarrollo puede ser un factor que
contribuye a la deteccién de ambas marcas. Las técnicas de inmunoblot y Western blot revelaron que
los periodos de diferenciacion (diferenciacién y regeneracién) coinciden con una incremento del
ARNm y de la expresién de la NOS (Roskams et al., 1994). Nosotros encontramos que en lado
axotomizado del axolotl, el EO exhibe un incremento de las células basales positivas a la NADPH-d y
nNOS a las dos semanas de postaxotomia (Figs. 29 A y B). La bulbectomia y la axotomia del nervio
olfatorio producen degeneracion retrograda de las NRO en el epitelio nasal. Cuando las aferentes del
bulbo olfatorio se seccionan, sus axones se degeneran y muere la neurona (Graziadei y DeHan, 1973;
Margolis et al., 1974; Graziadei y Graziadei, 1979; Graziadei y Okano, 1979; Graziadei et al., 1980:
Graziadei y Monti Graziadei, 1980; Wang y Halpern, 1982; Doucette et al., 1983). Nosotros realizamos
la axotomia olfatoria para confirmar que la marca estuviera presente en las NRO. Los resultados
obtenidos confirman este hecho. A las dos semanas después de la axotomia, observamos un
decremento importante en la IR-nNOS vy la tincién de la NADPH-d en la cavidad nasal y en el 6rgano
vomeronasal. La marca esta en las células basales y NRO inmaduras. A las 5 semanas después de la
axotomia, la marca se pierde totalmente. Una posible explicacién para este Ultimo hallazgo es que
después de la axotomia el epitelio comienza a regenerar (a las 2 semanas) pero en un momento de
este proceso es necesaria la presencia de su organo blanco para el establecimiento de contactos. En
ausencia de este, la regeneracion celular finalmente cesa y degeneran las NRO (Schwob et al., 1992;

Roskams et al., 1994).

También se marcan las fibras nerviosas de los vasos sanguineos y de las glandulas de
Bowman del EO, como se reporté en otras especies (Hanazawa et al., 1994; Sakai et al., 1996;
Jeon et al., 1997). La presencia del NO en los vasos sanguineos sugiere posiblemente que esta
molécula puede participar en la regulacién del flujo sanguineo del epitelio nasal de axolotl. Esta
funcion se le ha atribuido al NO en la cavidad nasal de otras especies (Hanazawa et al., 1993;
Kulkarni et al., 1994; DellaCorte et al., 1995, Zielinski et al., 1996). Las fibras que forman una red
alrededor de las células secretoras de las glandulas de Bowman fueron positivas a la NADPH-d.
Estas glandulas secretan un suero rico en glicoproteinas a la superficie del epitelio olfatorio
(Getchell y Getchell 1984). Jeon y col. (1997) describié en la rata que las fibras positivas a la
NADPH-d que rodean los vasos sanguineos del epitelio nasal y las glandulas de Bowman se
originan en el ganglio esfenopalatino. Este ganglio contiene neuronas colinérgicas, por lo cual el

NO colocalizaria con acetilcolina y contribuiria al control vasomotor y secretomotor en este tejido.
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En el epitelio respiratorio de la cavidad principal, se observaron unas células pequenas que
mostraron tincion a la NADPH-d e IR-nNOS (Fig. 25C, Fig. 27 A, B). Estas células no se han
descrito en otros estudios anatémicos de la cavidad nasal del axolotl. Faltan estudios que

demuestren la naturaleza y funcién de estas células positivas al NO en el axolotl.

Efecto de la inhibicion de la NOS durante el desarrollo del sistema nervioso central
del axolotl

La inhibicién de la NOS por sus antagonistas L-NAME y L-NOARG, administrados desde la
etapa de neurulaciéon (E 56 h) hasta los 30 dias del desarrollo larvario no produjo alteraciones
macroscoépicas anatémicas o neuroanatémicas evidentes en el SNC del A. mexicanum. La
mortalidad de las larvas aumenta las tratadas con L-NAME tienen una mortalidad mas alta (31 %)
que las tratadas con L-NOARG (23 %) comparadas con el control (15 %) (Fig. 34) y se presenta
principalmente en los primeros dias de tratamiento, posteriormente la mortalidad baja (Fig. 35). En
los animales control entre la primera division celular y el inicio de la neurulacién hay una mortalidad
de 15 %. En estos experimentos empleamos un protocolo donde se aplicaron los inhibidores
disueltos en la solucion de Steinberg en la cual estaban inmersos los huevos. Cuando se inhibe a
la NOS con L-NAME, la actividad a la NADPH-d en la fibras y neuronas decrece
considerablemente, no presentando tincion o una tincién escasa (Virgili et al., 1999). Los cortes del
cerebro de las larvas tratadas y procesadas para la NADPH-d no presentaron cambios
significativos en la tincion comparados con el control. Por lo que pensamos que las larvas mas

susceptibles al tratamiento mueren y en las otras larvas no se logré la inhibicion de la NOS.

Efecto de la inhibicion del oxido nitrico durante la maduracion sinaptica en la
expresion de la sinapsina | en el cerebro de la rata

En los mamiferos como en el anfibio A. mexicanum, la inhibicién de la nNOS no produce
alteraciones neuroanatémicas evidentes (Yallampalli y Garfield, 1993; Huang et al, 1993;
Dinerman et al., 1994 Nelson et al., 1995). No obstante otros estudios revelan que la inhibicion del
NO produce efectos mas puntuales, como la falta de expresion de proteinas de maduracion
neuronal como la cat-305, alteraciones en la proliferacion, crecimiento y sinaptogénesis neuronal
(Kalb y Agostini, 1993; Wu et al., 1994; Finney y Shatz ,1998; Peunova et al., 2001). Es por lo que
decidimos estudiar el efecto de la inhibicion de la NOS sobre la expresion de las proteinas

sinapsinas. Varios grupos de investigacion usan a las sinapsinas como un indice para estudiar la
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densidad sinaptica, lo cual puede relacionarse con la perdida o ganancia de funciones (Melloni y
DeGennaro, 1994; Suemaru et al., 2000; Ferreira y Rapoport, 2002). Esto esta basado en las
siguientes evidencias: 1) las sinapsinas son una de las familias de proteinas presinapticas mas
abundantes en el cerebro (Goelz et al., 1981; Ueda et al., 1981; Browning et al., 1987). 2) Se
expresan unicamente en las neuronas y se localizan en los compartimentos presinapticos de las
sinapsis (De Camilli et al., 1983; De Camilli et al., 1987; De Camilli et al., 1990; Finger et al., 1990;
Greengard et al., 1993). 3) Durante el desarrollo del sistema nervioso, la aparicién de la sinapsina |
en el neuropilo correlaciona temporalmente y topograficamente con la sinaptogénesis (Lohmann et
al., 1978; DeGennaro et al., 1983; Mason, 1986; De Camilli 1988; Moore y Bernstein 1989; Melloni
y DeGennaro, 1994, Ferreira et al., 2000). 4) En los estudios de expresion sinaptica, in situ 'y en
cultivo neuronal, revelan que el incremento en los niveles de la sinapsina | y sinapsina Il es
paralelo al establecimientos de contactos sinapticos en diferentes areas cerebrales (Lohmann et
al.,, 1978; Melloni y DeGennaro, 1994; Ferreira et al., 2000). 5) La inyecciéon de sinapsina | o
sinapsina |l dentro de las neuronas espinales de embriones de Xenopus dan como resultado la
aceleracién del desarrollo morfolégico y funcional de sinapsis neuromusculares (Lu 1992;
Schaeffer 1994; Valtorta et al., 1995). 6) En los ratones que carecen de sinapsina |, hay un
decremento en el tamano de las terminales y en el numero de las vesiculas sinapticas por terminal
(Chin et al., 1995). Asi, Melloni y DeGennaro, (1995) sugieren que la inmunorreactividad de
sinapsina | en el cerebro puede usarse como un claro indicador del mantenimiento/establecimiento

y/o perdida/recuperacion de sinapsis funcionales en el SNC.

Basado en estos estudios, nosotros utilizamos a las sinapsinas como marcadores de la
densidad sinaptica. Como las sinapsinas, se demostré que el NO participa en la sinaptogénesis
(Wu et al.,, 1994, Chin et al,, 1995, Chen et al., 2003, Leimert et al., 2003), regulacion de la
liberacién de neurotransmisores (Hanbauer et al., 1992; Zhu y Luo, 1992; Dawson y Snyder, 1994;
Meffert et al., 1994; Montague et al., 1994, Meffert et al., 1996) y plasticidad sinaptica (Holscher,
1997). Esta similitud de funciones sugiere una relaciéon cercana entre el NO y las sinapsinas. Las
reacciones del NO con su blanco neuronal son parcialmente determinadas por la localizaciéon
celular de la nNOS (Kornau et al., 1995; Bredt, 1996; Brenman et al., 1996; Sattler et al., 1999;
Jaffrey et al., 2002). Jeffrey y col. (2002), reportaron que la proteina CAPON que esta en la
presinapsis une a la nNOS y a la sinapsina para formar la triada sinapsina/CAPON/nNOS, esto
proveé evidencia de la relacion funcional entre estas proteinas. La falta de la sinapsina | origina
modificaciones en la localizacidon celular de la nNOS y del CAPON, lo cual afecta las funciones
celulares de este complejo ternario. En la etapa postnatal temprana que es un periodo de
sinaptogénesis y maduracién cerebral hay una alta expresién de sinapsinas y de nNOS en varias
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areas del cerebro (Lohmann et al., 1978; Moore y Bernstein, 1989; Melloni y DeGennaro, 1994;
Bravo et al., 1997; Ferreira 2000; Leimert y Blottner, 2003). Por esto nos interesé saber que efecto
tenia la inhibicién de la NOS sobre la expresién de las sinapsinas en la etapa postnatal temprana.
Nuestros resultados mostraron que la inhibicion de la NOS en la etapa postnatal (dia 3 al 23) en la
rata induce un decremento significativo de la inmunorreactividad a la sinapsina | en todas las
regiones del cerebro. En todas las areas hipocampales hubo un decremento importante de la
densidad de 19 + 8 %, en el striatum oriens de CA1 de un 41 + 7 % del valor del control, en el
striatum lucidum de CA3b (Tabla X, Fig. 36E). Estas subregiones son ricas en esta proteina, y
tienen una relaciéon funcional en los procesos de aprendizaje y memoria (Markowitsch, 1999).
Nuestros resultados sugieren que la inhibicién de la NOS puede tener un efecto en la formacién
sinaptica, ya que hay un decremento significativo en su densidad. Este decremento puede reflejar
tanto los efectos de la disfuncién local de la actividad de la NOS como posibles efectos
secundarios de alteraciones funcionales debido a la inhibicién de las diferentes isoformas de la

NOS a nivel periférico.

Por otro lado, el NO a nivel sinaptico actia como un neurotransmisor retrogrado para
mantener la actividad en la neurona presinaptica, a pesar de que su sintesis ocurre en la neurona
postsinaptica. EI NO en la neurona presinaptica facilita la liberacion de neurotransmisores
(Hanbauer et al., 1992; Zhu y Luo, 1992; Dawson y Snyder 1994; Meffert et al., 1994; Montague,
1994; Meffert, 1996). Cuando la neurona presinaptica esta inactiva, las sinapsinas unen a las
vesiculas sinapticas a la actina del citoesqueleto (fraccién de reserva), pero cuando la neurona
esta activada, las sinapsinas se fosforilan y liberan a las vesiculas, las cuales se desplazan hacia
la zona activa de la membrana presinaptica (Greengard et al., 1993; Meffert, 1996). Para formar la
triada CAPON/sinapsina/NO, las sinapsinas deben de estar fosforiladas. Esta triada mantiene a la
nNOS disponible en la presinapsis (Jaffrey et al., 2002). La ausencia de NO no unicamente afecta
a las sinapsinas en las vesiculas sindpticas, sino que modifica a otras proteinas sinapticas (n-sect,
sintaxina 1a, VAMP 2, SNAP-25) involucradas en el reclutamiento y la fusién de las vesiculas
sindpticas (Meffert et al., 1996), ademas de inhibir la liberacion de neurotransmisores
independiente de calcio (Meffert et al., 1994). Esto sugiere que las alteraciones fisiolégicas debidas
a la ausencia del NO, las cuales son similares a las originadas por la deficiencia de sinapsinas, se
deben a la falta de disponibilidad de la enzima en la terminal sindptica y afectan la liberacion de

neurotransmisores y la plasticidad sindptica durante el desarrollo.
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La inhibiciéon cronica origina la falta de tincion o una tincion muy escasa, reflejo de la
actividad enzimatica de la nNOS (Nelson et al., 1995). La inhibicién con L-NAME afecta de manera
distinta a las isoenzimas de la NOS, siendo las formas endotelial e inducible afectadas en menor
grado que la NOS neuronal que es la mas afectada (Moncada et al., 1991). Virgili y col. (1999),
reportan que con este tratamiento de L-NAME (60 mg/kg/dia, subdérmico y aplicado
postnatalmente) hay una completa inhibicion de la actividad catalitica que se mantiene durante
toda la administracion, pero a los cuatro dias después de terminado el tratamiento, la actividad de
la enzima se recupera. Con este mismo tratamiento, nosotros no encontramos alguna alteracion
neuromorfolégica ni mortalidad aumentada. Prickaerts y col. (1998), reportan que con una dosis
subdérmica de 25 mg/kg/dia de L-NAME aplicada en el dia postnatal 1 (P1), origina una alta
mortalidad durante la primera semana después del nacimiento (P1-P3). Nosotros iniciamos el
tratamiento con L-NAME (60 mg/kg/dia) en el dia 3 y, aunque la dosis fue mas alta, el 100 % de
nuestros animales sobrevivieron. Es importante mencionar que aunque no hicimos experimentos
especificos para probar la conducta motora, las ratas tratadas comparadas con las controles
tuvieron un comportamiento motor diferente durante el tratamiento, como lo reportan otros autores
(Virgili et al., 1999). Pickaerts y col. (1998), reportan un incremento en la actividad motora en las

crias de ratas probadas en campo abierto como resultado del tratamiento con L-NAME.

Nuestros resultados proveen evidencias morfolégicas de que la carencia de NO induce una
reduccién de la densidad sinaptica y una deficiencia de sinapsinas. Lo que sugiere que la
disminucion de sinapsinas resultado de la ausencia del NO puede alterar aquellas funciones
cerebrales que dependen de la formacién de conexiones sindpticas, tales como el aprendizaje y la

memoria.
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CONCLUSIONES

Distr.ibucic'm de la NADPH-d y la nNOS en el desarrollo del SNC del Ambystoma
mexicanum

Nuestros resultados demostraron que la actividad a la NADPH-d y la inmunorreactividad a la
nNOS (IR-nNOS) se detecta en etapas tempranas del desarrollo (dia 8 embrionario) del SNC del
A. mexicanum, tal y como se reporta en otros vertebrados. Ambas marcas no se expresan durante
la division celular o en el proceso de migracién, pero si en el Ultimo periodo de desarrollo, cuando
ocurre el establecimiento de conexiones, lo que sugiere que el NO participa en el desarrollo del
SNC del A. mexicanum. La distribucion de la NADPH-d/NOS en la etapa larvaria juvenil se
asemeja a la del adulto neoténico y a la distribucion que se reporta en otros anfibios adultos que si
sufren metamorfosis. Esto sugiere que el sistema nitrérgico del axolotl es maduro, aunque

permanezca en estado larvario.

Distribucion de la NADPH-d y la nNOS en el desarrollo de los neuromastos y del
epitelio nasal del A. mexicanum

La actividad a la NADPH-d y la IR-nNOS se detecto en etapas tempranas del desarrollo (dia
10 embrionario) del epitelio nasal del A. mexicanum, lo que sugiere una posible participacién del
NO en desarrollo y crecimiento del epitelio nasal, ademas de estar involucrado en diferentes

funciones fisiolégicas de la cavidad nasal.

La presencia y localizacion de la actividad a la NADPH-d y la IR-nNOS se detecté desde
etapas tempranas del desarrollo (dia 10 embrionario) en los neuromastos de la linea lateral del A.
mexicanum, lo sugiere una posible participacién del NO en la transduccion sensorial, como se ha

reportado para el sistema olfatorio.

Distribucion de la NADPH-d y la nNOS en el epitelio nasal en el axolotl juvenil y el
adulto neoténico

Nuestros resultados mostraron la presencia de una tincién intensa a la NADPH-d e IR-nNOS
en las neuronas receptoras olfatorias (NRO) del epitelio nasal de la cavidad principal y en el
6rgano vomeronasal del axolotl, tanto en la etapa juvenil como la de adulto neoténico. La
inmunorreatividad a la nNOS se localizé principalmente en las dendritas de las NRO y en los
complejos mucociliar/microviliar, en la ldamina propia de las arteriolas y en las células secretoras y
del conducto de las glandulas de Bowman. De este modo, los resultados sugieren que el NO

105



puede estar involucrado en varias funciones fisiolégicas en la cavidad nasal del A. mexicanum.
Estas funciones parecen incluir la transduccion de la senal olfatoria, regulacion del flujo
sanguineo, y modulacion de la secrecion de las glandulas de Bowman. Ademas, el NO puede

jugar un papel en el desarrollo de las NRO.

Inhibicion del oxido nitrico durante el desarrollo del cerebro del axolotl, A.
mexicanum

Con el procedimiento utilizado para inhibir a la NOS con L-NOARG y L-NAME, desde el dia 8
del desarrollo embrionario hasta el 30 del desarrollo larvario del axolotl, no se presentaron
alteraciones macroscépica anatémicas, ni cambios en la tincion a la NADPH-d e
inmunorreactividad a la sinapsina | en el cerebro de las larvas. Unicamente se presenté una alta
mortalidad en las larvas tratadas con L-NAME. Por lo que nuestros resultados sugieren que hay

larvas mas susceptibles a la inhibicion que mueren y las otras no se afectan.

Inhibicion del oxido nitrico durante la maduracion sinaptica en la expresion de la
sinapsina | en el cerebro de la rata

Nuestro estudio provee evidencias morfolégicas que demuestran que la falta del NO provoca
una reduccion de la densidad sindptica y una deficiencia de sinapsinas. De tal manera, se puede
sugerir que la falta de sinapsinas, resultado de la ausencia del NO, alterara funciones cerebrales
que dependen de la formacion de conexiones sinapticas, tales como el aprendizaje y la memoria.
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The aim of this study was to describe the anatomic
distribution of neuronal nitric oxide synthase immu-
noreactivity (nNOS-IR) and nicotinamide-adenine
dinucleotide phosphate-diaphorase (NADPH-d) stain-
ing in the olfactory epithelium of the axolotl, juvenile,
and neotenic adult, Ambystoma mexicanum. Nitric ox-
ide (NO, nitrogen monoxide) is a widespread mole-
cule that has been identified both as a neuromodula-
tor and as an intracellular messenger. In the olfactory
system, NO has been proposed to play a role in olfac-
tory transduction. Nitric oxide synthase (NOS) can be
detected by histochemical (NADPH-d) and immuno-
histochemical techniques. NADPH-d staining has
been described in olfactory receptor neurons (ORN)
of several species; however, nNOS-IR has not always
been found at ORN. Present results show intense
NADPH-d staining and nNOS-IR in the dendrites and
cell bodies of ORN in both the nasal cavity and the
vomeronasal organ of axolotls. Unilateral olfactory
axotomy was conducted to confirm that labels were at
ORN. Two weeks after this procedure an important
decrease in NADPH-d staining and nNOS-IR was ob-
served. The remaining labels were mostly in basal
cells. By 5 weeks postaxotomy both labels were almost
totally absent. Thus, both NADPH-d staining and
nNOS-IR were mainly localized in ORN. NADPH-d
staining and nNOS-IR were also found in nerve fi-
bers surrounding arterioles, as well as in secretory

' To whom correspondence should be addressed. Fax: (525) 655
99 80. E-mail: marthalo@imp.edu.mx..
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and duct cells of the Bowman’s glands. This last
anatomical localization suggests that in the A. mexi-
canum NO might be involved in functions other
than only olfactory transduction, such as regulation
of local blood flow, glandular secretion, and ORN
development. © 2001 Academic Press

Key Words: nitric oxide; olfaction; amphibian;
NADPH-d.

Nitric oxide (NO,? nitrogen monoxide) is a gas that
acts as a neurotransmitter and as a second messen-
ger in the central nervous system (CNS) (1-5). This
molecule has been proposed to play a role in olfac-
tory signal processing based mainly on the follow-
ing: (a) the anatomical localization of the nitric oxide
synthase (NOS), the enzyme responsible for NO for-
mation, in the olfactory system of both invertebrates
(6-15) and vertebrates (16-25); and (b) the func-
tional data suggesting the participation of the NO/
c¢GMP system in olfactory transduction (17, 26-29).
In this respect, different groups have demonstrated
that stimulation of olfactory receptor neurons (ORN)
with high doses of odorants or pheromones increase
intraneuronal ¢cGMP levels and that this increase
can be prevented by L-N°-nitroarginine, a selective

* Abbreviations used: NO, nitric oxide/nitrogen monoxide;
CNS. central nervous system: NOS, nitric oxide synthase; ORN,
olfactory receptor neurons; OE, olfactory epithelium; PB, phos-
phate buffer; EOG, electroolfactographic.
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TABLE 1
Localization of nNOS and NADPH-d Staining in the Nasal Epithelium of Different Vertebrates

Structures
ORN-OE ORN-VO NF BG-SC BG-NF BV-NF
Animal NOS/ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND NOS/ND Refs.
Human = + — + = + = + - 0] + + 45
- O (0] - 0] - O = O - @] 47
o} O - - + + 0] O - + + + 48
Rat o + o + ®} = @] = o = (0] - 20
- + — + + + + + + + + + 45
= - - - - - - - + + + + 49, 50
(©] - O + O - o] + @] + O + 51
Mouse - - - - - - + + - - - - 18
- @) - @] + O - e} + (@) - O 47
Frog (Rana perezi) @] @] O o = = @] Q (@] @] (@] (@]
Newt (Triturus marmoratus) 0] @) o (@ = + 0 (@] @] @] (0] O 23
Catfish (fctalurus punctatus) O + NA @] = NA NA o} - 20
Lamprey (Petromyzon marinus) + + NA (0] = NA NA 0] - 24

Note. Abbreviations used: BG-NF, nerve fibers around the Bowman's glands; BV-NF, nerve fibers around the blood vessels; BG-SC,
secretory cells the Bowman's glands; NA, not applicable; NF, nerve fibers; ORN-OE, olfactory receptor neurons in the olfactory
epithelium; ORN-VO, olfactory receptor neurons in the vomeronasal organ. (+) Positive or (—) negative nNOS-immunoreactivity (NOS)

and/or NADPH-d-staining (ND); (O) not reported.

inhibitor of NO formation (17, 26). There are also
data indicating that. in the olfactory bulb, NO par-
ticipates in the formation of the olfactory memory
via ¢cGMP (11, 12, 30, 31).

The most widely used methods for revealing the
distribution of NOS in the nervous system are immu-
nohistochemistry to detect NOS and enzymatic histo-
chemistry to detect NADPH-diaphorase activity
(NADPH-d) (32-35). Actually, NOS and NADPH-d are
considered to be the same enzyme (36-39). Thus, co-
localization of immunoreactivity (IR) to neuronal NOS
(nNOS) and NADPH-d staining has been demon-
strated in most nuclei of the vertebrate central ner-
vous system (35, 36, 40-43). However, there are some
neural regions where this colocalization could not be
demonstrated, among them the olfactory system (23,
40, 41, 44-46). This lack of colocalization of nNOS-IR
and NADPH-d staining has been described for the
olfactory epithelium of several species (reviewed in
Table I). This fact raised doubts on both the certainty
that NADPH-d staining indicates the presence of NOS
and the fact that NO is actually synthesized in the
NADPH-d-stained cells.

A careful revision of the reported data reveals that
no colocalization of NADPH-d staining and NOS-IR

has been found in the ORN of adult animals. How-
ever, at early stages of development and during ol-
factory epithelium reconstitution following axotomy
and bulbectomy, periods characterized by the pres-
ence of immature ORN and basal cells, both
nNOS-IR and NADPH-d staining have been consis-
tently found colocalized (52, 53). Similarly, in the
premetamorphic larvae of the lamprey (Petromyson
marinus), both NADPH-d staining and NOS-IR
have been found in the ORN (24). Thus, it appears
that colocalization of both histological marks
(nNOS-IR and NADPH-d) is only found during ol-
factory system developmental processes.

Axolotls (Ambystoma mexicanum, family Ambys-
tomatidae) are neotenic amphibians, a term indicat-
ing that animals retain the juvenile characteristics
of an ancestral species due to slowed somatic devel-
opment. These amphibians remain aquatic and
achieve sexual maturity while maintaining their
larval appearance (54). If colocalization of NOS-IR
and NADPH-d staining concurs with the occurrence
of developmental processes, it appears interesting to
search for such a colocalization in the axolotl, a
species that remains at a certain developmental
stage (neotenic).
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The olfactory system of the axolotl is similar to
that of other vertebrates. Its olfactory epithelium is
formed by three characteristic cellular types: sus-
tentacular cells, basal cells, and ORN (55). The ORN
receive the olfactory signals, transduce olfactory in-
formation, and convey it to the olfactory bulb. These
neurons consist of an elongated cell body, a thin
axon, and a long dendrite. The axon emerges basally
from the inferior region of the cell body and enters
the olfactory nerve. The dendrite is directed apically
toward the epithelium surface and ends with an
apical knob in which cilia or microvilli are present,
forming the mucociliary/microvillar complex. Sus-
tentacular cells have been associated with the reg-
ulation of the mucus layer composition (56). Basal
cells presumably give rise to new ORN (57, 58).
Finally, the vomeronasal organ of the axolotl is lo-
calized in the lateral diverticulum that is connected
to the lateral wall of the nasal cavity. It contains an
olfactory epithelium (OE) with the three mentioned
cell types; the axons of its ORN also enter the olfac-
tory nerve and end in the accessory olfactory bulb.
The vomeronasal organ lacks Bowman's glands (55).

The purpose of the present experiments was to
describe the anatomical distribution of nNOS-IR
and NADPH-d histochemical staining in the OE of
the axolotl A. mexicanum.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Axolotls, A. mexicanum, of either sex, 11 neotenic
adults (25-30 cm long and 85-120 g body wt, sexu-
ally mature) and eight 10-month-old juveniles, sex-
ually immature (13-15 cm long and 40-60 g body
wt), were used. Adults were obtained from the Lake
of Xochimilco in Mexico City. These axolotls were
maintained under laboratory conditions at least 40
days before conducting the experiments. The juve-
niles were obtained from our colony. All animals

were maintained in an open-air aquarium (18-
20°C) and subjected to an artificial day-night cycle
(10 h light/14 h dark). Aquaria were kept clean with
water-activated carbon filters (AquaClear 200), and
the water quality was strictly monitored.

The experiments were carried out in accordance
with the regulations of the Ethics Committee and
were approved by the Projects Commission of the
Instituto Nacional de Psiquiatria.

NADPH-d histochemical and NOS immunohisto-
chemical techniques were carried out in all animals.
Unilateral olfactory axotomy was done in one group
to verify that NADPH-d or NOS labels were located
at the ORN.

Tissue Preparation

Axolotls were anesthetized by immersion in 0.02%
ethyl p-amino benzoate (benzocaine) (Sigma Chem-
ical Co.) and perfused through the conus arteriosus
with 100 ml of a cold 0.9% heparinized saline solu-
tion, followed by 250 ml of a fixative containing 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB),
pH 7.4. The nasal area was postfixed by immersion
in the same fixative at 4°C for 4 h. Tissues were
stored in 30% sucrose in PB at 4°C for 24 h and cut
into 15- to 20-pum-thick coronal and parasagittal sec-
tions with a cryostat at —18 to —20°C and mounted
onto chrome-allume-gelatinized slides. The sections
were dried and stored at 4°C until further process-
ing. Alternate serial sections were used for NADPH-
diaphorase histochemistry and NOS immunohisto-
chemistry. The integrity of the OE was verified in
some sections with a hematoxylin-eosine (H-E)
technique.

NADPH-Diaphorase Histochemistry

The mounted sections were incubated in a me-
dium to detect NADPH-d (34) containing the follow-

FIG. 1. Photomicrographs of a 20-pm-thick coronal section through the nasal cavity of an adult axolotl, stained with hematoxylin-eosin
(H-E). Medial is to the right. (A) This section illustrates the region in which the lateral diverticulum, which is lined with vomeronasal
epithelium (VO), is connected with the main chamber of the nasal cavity, which is lined with patches of olfactory (OE) and respiratory
epithelia (RE). The nasolacrimal duct (asterisk) can be seen above the cartilage (c) dorsclateral to the nasal cavity. (B) Olfactory
epithelium from the medial portion of the nasal cavity. The epithelium contains sustentacular cells (SC), olfactory receptor neurons
(ORN), and basal cells (BC). On the left side of the picture the dendrites and mucociliary/microvillar complex (MC) can be observed. (C)
Olfactory epithelium of the vomeronasal organ that contains the three mentioned cell types and its mucociliary/microvillar complex. Scale

bars: 500 pm for A, 50 pm for B, and 120 um for C.
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FIG. 2. Localization of NADPH-d staining in the nasal cavity of the axolotl, Ambystoma mexicanum. Panoramic view of coronal sections
of juvenile (A) and neotenic adult (B) axolotls. The medial part of the cavity is to the left in both sections. Notice the ridges with respiratory
epithelium (RE) and the grooves with olfactory epithelium (OE) in the main chamber of the juvenile axolotl (A) compared with the
smoother surface of the neotenic adult (B). which is lined with patches of RE and OE. The intense blue NADPH-d staining can be observed
at olfactory receptor neurons (ORN) in the main chamber and vomeronasal organ (VO) in both sections. (C) Photomicrograph of the
olfactory epithelium with NADPH-d staining in the ORN, in the nerve fiber bundles (arrows), and in the cells on the surface of the RE
(arrowheads). (D) NADPH-d staining in ORN and mucociliary/microvillar complex (MC, small arrows) of the VO. (E) Intense NADPH-d
staining in the dendrites and MC of the OE and stained cells on the surface of the RE (arrowhead). (F) High magnification of an ORN from
the main chamber showing intense staining in the dendrite (+), the axon (asterisk), and the cell body (small arrow). (G) NADPH-d
staining in the nerve fibers (curved arrow) surrounding a blood vessel (BV) localized in the lamina propria of the OE. Notice the presence
of melanocytes (m) below the BV. All sections were counterstained with safranine. Scale bars: 250 pm for A; 500 pm for B; 50 pm for C;
120 pwm for D; 100 pm for E and G; and 10 pm for F.
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ing: PB, pH 7.4; 0.3% Triton X-100; 0.1 mg/ml ni-
troblue tetrazolium; 1 mg/ml B-NADPH (Sigma
Chemical Co.). Incubation time was 1 h 30 min at
37°C. Rinsing in cold PB stopped the reaction. Con-
trol sections were incubated in a medium without
B-NADPH or nitroblue tetrazolium. The slides were
rinsed and dried overnight, counterstained with sa-
franine (0.01%), dehydrated, and coverslipped with
Entellan (Merck). The sections were analyzed in a
Leitz Laborlux 12 photomicroscope and photo-
graphed with Ektar 25 ASA or T-max 100 ASA film
(Kodak).

NOS Immunofluorescence

Sections were incubated for 1 h in a blocking so-
lution consisting of 0.1 M phosphate buffer, 0.9%
NaCl, pH 7.4, with 0.3% Triton X 100 (PBS-T); 1%
BSA, 1% normal rabbit serum (RS) and then in-
cubated with an antiserum against neural NOS
(kindly provided by Dr. Emson, Lab Molecular Neu-
roscience, The Babraham Institute, Babraham,
Cambridge, UK). Different dilutions of the anti-
nNOS were tested (1:50 to 1:20,000), and the opti-
mal antibody dilution for OE (1:100) was used. After
rinsing with PBS-T (three times for 5 min each),
fluorescein-conjugated rabbit anti-sheep secondary
antiserum, diluted 1:50 in PBS-T (Jackson, Immu-
noresearch Lab. or ICN Pharm., Inc.), was applied
for 2 h at 37°C. After rinsing with PBS (three times
for 5 min each), sections were coverslipped with
Antifade (Molecular Probes, Inc.). Control alternate
sections were incubated with the blocking solution
without primary antibody. The specificity of the
nNOS antiserum has been previously described (18,
59) and used to examine tissue from both frog and
lizard (42, 43). The antibody was raised in sheep
against purified recombinant rat neuronal NOS. It
recognizes neuronal NOS in Western blots, and the
immunoreactivity is abolished by preadsorption of
the antiserum with recombinant neuronal NOS pro-
tein (1 mM overnight, at 4°C) (59). The sections were
analyzed with a Leitz photomicroscope with epifluo-
rescent illumination and photographed with 400
ASA Ektachrome Elite Kodak or T-max film.

Olfactory Axotomy

Bulbectomy and olfactory axotomy induce degen-
eration of mature ORN (60-66). Thus, to confirm
that NADPH-d staining and NOS-IR were located in
ORN we conducted a unilateral olfactory axotomy in
14 axolotls (8 neotenic adults and 6 juveniles). Axo-
tomies were carried out in anesthetized animals by
an incision in the midline of the nasal area for re-
moval of the cranial cartilage. The olfactory nerve
was exposed and cut at the proximity of the olfactory
bulb. A piece of Gelfoam (The Upjohn, Co.) was
introduced to reduce bleeding and prevent reinner-
vation. The skin was sutured. Animals recovered
from anesthesia and surgery in an aquarium and
were sacrificed 2 or 5 weeks later. The nasal area
was processed using the same histochemical and
immunohistochemical procedures. The nonaxoto-
mized, contralateral side was used as control.

RESULTS

Animals maintained under our laboratory condi-
tions were healthy and showed an OE free of nasal
infections as confirmed by histological analysis
(Figs. 1A-1C).

Distribution of NADPH-Diaphorase Staining

The enzymatic activity of endogenous NADPH-d
reduces B-NADPH in the presence of nitrotetrazo-
lium blue (chromogen), forming an insoluble, blue
formazan deposit. This blue reaction, end product of
diaphorase histochemistry, is scattered through the
cytoplasm of positive cells. There are morphological
differences in the OE of juvenile and adult axolotls.
Thus, in the juvenile animals the grooves are more
profound than those of the adults, in which the
epithelium is smoother (Figs. 2A and 2B). No differ-
ences in the distribution of NADPH-d between juve-
nile and adult neotenic animals were found; there-
fore, the following description applies to both.
Results show the presence of NADPH-d labeling in
the nasal epithelium of axolotls, with intense stain-
ing in the ORN of the OE, both in the main chamber
and in the vomeronasal organ (Figs. 2A-2D). Label-
ing was homogeneously distributed in the cell body,
the axon, and the dendrite of the olfactory neurons,
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allowing a clear vision of the classical morphology of
these cells (Fig. 2F). Mucociliary/microvillar com-
plexes, which arise from the dendritic knobs, also
showed an intense staining (Fig. 2E). The axons of
the ORN that constitute the olfactory nerve bundles
in the lamina propria exhibited intense staining
(Fig. 2C). Staining was found in a few basal cells. In
the lamina propria of the OE, NADPH-d-positive
fibers surrounding the blood vessels were observed
(Fig. 2G). At the Bowman's glands, secretory as well
as duct cells presented weak NADPH-d labeling.
The apical membranes of the respiratory epithelium
cells presented a weak NADPH-d staining (Figs.
2A-2C and 4B).

The ORN at the vomeronasal organ, together with
their mucomicrovillar complex, showed intense
NADPH-d staining. In the lamina propria surround-
ing this organ, the ORN axon bundles also showed
intense staining (Fig. 2D).

The control alternate sections incubated in a me-
dium without S8-NADPH or nitroblue tetrazolium; in
both cases no reaction was observed.

Distribution of NOS Immunoreactivity

NOS immunoreactivity was found in the ORN of
the OE of the nasal cavity and the vomeronasal
organ, showing intense immunoreactivity in the
dendrites and in some cell bodies and axon hillocks
(Figs. 3A and 3B). Mucociliary/microvillar com-
plexes showed an intense immunoreactivity (Figs.
3A-3C). There were a few nNOS-IR basal cells in
the OE. The olfactory nerve bundles did not exhibit
immunoreactivity.

In the Bowman's glands, secretory and duct cells
exhibited moderate IR (Fig. 3E). Finally, fine fibers
showing IR were found in the blood vessels (not
shown).

At the surface of the respiratory epithelium, cells
(23 pm in length) with a moderate immunoreactivity
were found, some of which exhibited basally directed
processes (Fig. 4A). These cells were also NADPH-d
positive (Fig. 4B).

Immunohistochemical control experlments in-
volved parallel incubation of alternate sections ei-
ther with normal serum or with the omission of
primary antiserum. No residual immunostaining
was detected.

Olfactory Axotomy

The performance of a unilateral olfactory axotomy
allowed us a direct comparison of the normal and
denervated sides of the epithelium in the same animal.
In axotomized animals with at least 2 weeks of sur-
vival, an important diminishing of NADPH-d staining
was observed. This diminution is due to degeneration
and death of olfactory receptor neurons of the main
cavity (Figs. 5A-5C) and of the vomeronasal organ
(Figs. 5B and 5D). ORN in some areas exhibited mor-
phological changes such as a nucleus with signs of
chromatolysis and a dendrite becoming curly in ap-
pearance before cell death (Fig. 5A). In animals with 2
weeks postaxotomy, there were more basal cells in the
OE of the axotomized side showing a strong NADPH-d
staining in some grooves of the main cavity (Fig. 6A).
Five weeks after axotomy, ORN staining disappeared
completely from the cell body. Only a weak staining
could be observed in some ORN dendrites (Figs. 5B
and 5C). NADPH-d staining in the mucociliary/
microvillar complex of the main cavity had a small
decrease, without change in the vomeronasal organ 5
weeks after axotomy (Fig. 5D). A decrease in
NADPH-d staining was also observed in nervous fiber
bundles. In these structures, dotted staining was ob-
served 2 weeks after axotomy (Fig. 5A) and after 5
weeks the staining was totally lost (Fig. 5C). The OE
and the vomeronasal organ, contralateral to the lesion
(control), exhibited the same NADPH-d staining dis-
tribution observed in animals that were not axoto-
mized.

nNOS-IR in the axotomized side decreased mark-
edly in the ORN. Notwithstanding, 5 weeks after axo-
tomy some immunoreactive dendrites can still be ob-
served (Figs. 7A-7C). nNOS-IR was also present in
some basal cells of the OE (Fig. 7C). The immunore-
activity in the mucociliary/microvillar complex is
shown in Figs. 7A and 7B. The label at the Bowman's
glands and the nervous fibers to the vessels did not
change 5 weeks after axotomy (not shown). The epi-
thelium of the contralateral side (control) displayed
normal staining and nNOS-IR at the end of the 2- and
5-week survival periods.

DISCUSSION

The results obtained in the experiments demon-
strate the presence of both NADPH-d staining and
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FIG. 3. nNOS immunoreactivity (nNOS-IR) in the nasal cavity of the axolotl, Ambystoma mexicanum. (A) Coronal section showing
nNOS-IR in the dendrites, some ORN cell bodies (arrows), and mucociliary/microvillar complex (MC) from the olfactory epithelium (OE)
of the main chamber. (B) Olfactory epithelium of the vomeronasal organ (VO) showing nNOS-IR in the dendrites and some ORN cell
bodies (arrows) as well as in basal cells (curved arrows). (C) Immunoreactive dendrites and dendritic knobs (arrowheads) of ORN at the
OE. (D) nNOS-IR in ORN cell bodies (arrows), dendrites, and dendritic knobs (arrowheads) at the main chamber. (E) nNOS-IR in the
Bowman's glands (BG). Scale bars: 50 um for A; 120 pm for B: 30 pm for C and D; and 100 um for E.

FIG. 4. Coronal sections of the nasal cavity of axolotls. (A) Intense NADPH-d staining of small cells (arrows) of the respiratory
epithelium (RE) and (B) nNOS-IR in the same small cells of the RE (arrows). Scale bar: 50 pm.
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nNOS-IR in olfactory receptor neurons from the OE
of both juvenile and neotenic adult axolotls.

ORN of axolotls exhibit intense NADPH-d label-
ing in the cell body, dendrite, and axon. Intense
nNOS-IR occurs in the dendrite and dendritic knobs
and in some ORN cell bodies and axon hillocks. The
localization of NADPH-d staining and nNOS-IR in
the ORN of the OE of the axolotl is in line with the
proposed role of NO, by some authors, in olfactory
signal transduction in other species (17, 24, 27).
However, from those works, only Zielinski et al. (24)
reported both NADPH-d staining and NOS-IR in the
ORN of the larval sea lamprey Petromyzon marinus.
In other species like rat, catfish, or humans, the
presence of NADPH-d staining in the ORN has been
reported, but nNOS-IR could not be found (20, 45).
There are several factors that might underlie the
lack of nNOS label in those works: (i) The histo-
chemical and immunohistochemical techniques em-
ployed by the different research groups might differ
in their specificity, sensitivity, and/or show particu-
larities. (ii) Mature olfactory neurons might express
enzyme isoforms slightly different from those of the
nNOS against which the specific antibody was de-
veloped and consequently cannot be detected. At
this point, we should mention that in the present
work different NOS antibody dilutions were needed
to be able to obtain immunoreactivity in olfactory
tissue (1:100) and brain (1:500 to 1:20,000) of the
axolotl A. mexicanum (see Experimental Proce-
dures). These data suggest either a differential sen-
sitivity to the enzyme antibody between these tis-
sues or a lower concentration of the enzyme in
olfactory tissue. (iii) The histochemical NADPH-d
label obtained in some species could result from the
action of an oxidoreductase enzyme different from
NOS. This occurs when the tissue is not fixed at a
proper paraformaldehyde concentration and the
postfixation time is not adequate. Paraformalde-
hyde fixation presumably inactivates all oxidative
NADPH-dependent enzymes except for NOS (36, 38,
39, 67).

Nevertheless, there is biochemical (20) and phys-
iological evidence showing that NO is present in the
"OE of several species and that this molecule plays a
role in olfactory transduction. Thus, electrophysio-
logical studies on ORN membrane receptors of Xe-
nopus laevis (27), as well as stimulation of olfactory

cilia of rat and catfish isolated olfactory tissue (17,
26) with high concentrations of odors, have been
found to induce a rapid increase in cAMP or IP3
levels as well as a delayed and sustained elevation of
the cGMP concentration. The odorant-induced
c¢GMP response is abolished by L-N°-nitro-arginine,
a selective inhibitor of NO synthesis, as well as by
hemoglobin, which efficiently binds to and inacti-
vates nitric oxide. Moreover, during electroolfacto-
graphic (EOG) recording at the nasal epithelium of
lamprey larvae, L-arginine administration, the pre-
cursor of NO, induces a potent response in the EOG
recording, while application of a NOS inhibitor,
Nw-n-L-arginine, causes a striking decrease in the
responses (24). Together these data suggest a clear
NO-mediated modulation of the olfactory responses
in several species.

The fact that both NOS-IR and NADPH-d staining
are found in two species in a developing state, like
the axolotl (present data) and the lamprey larvae
(24), suggests that the development stage might be a
factor contributing to the detection of both marks.
This conclusion is based on the fact that nNOS-IR
has not been detected in the ORN of adult verte-
brates (18, 20, 23, 45, 47, 50), but is found at early
stages of development and after injury or bulbec-
tomy in adult rats in the basal cells undergoing
differentiation to olfactory receptor neurons. These
differentiation periods (development and regenera-
tion) coincide with an elevation of mRNA and NOS
protein expression shown by immunoblot and
Northern blot techniques (53). In line with this in-
terpretation, we have found that in the axotomized
side of axolotls, the OE exhibits an increase in
NADPH-d- and NOS-IR-positive basal cells at 2
weeks postaxotomy (Figs. 5A and 5B).

Both bulbectomy and axotomy of the olfactory
nerve produce retrograde degeneration of ORN at
the nasal epithelium. When the afferents to the ol-
factory bulb are cut, their axons degenerate and
neuronal death follows (60-66, 68). In the present
work, this procedure was used to verify that the
positive cells found after histochemical and immu-
nohistochemical procedures were ORN. The results
obtained confirm that the histological labels corre-
spond to ORN, since 2 weeks after axotomy, when
the majority of mature neurons degenerate and die,
an important decrease in both nNOS-IR and
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FIG.5. Coronal sections of the nasal cavity of axotormnized axolotls after histochemical NADPH-d staining. (A) Olfactory epithelium (OE)
of the main chamber showing a few NADPH-d positive ORN 2 weeks after axotomy. Notice the nuclel with signs of chromatolysis
(asterisk), the curly dendrites (arrowheads), and the granular NADPH-d staining in the nervous fiber bundles (arrows); m, melanocytes.
(B) Panoramic view of a main chamber at 5 weeks postaxotomy. No NADPH-d staining is observed, indicating the absence of ORN. (C,
D) Olfactory epithelium of the main chamber and the vomeronasal organ (VO), respectively, 5 weeks after axotomy. NADPH-d staining
is lacking in ORN but remains spared in the mucociliary/microvillar complex (MC); m, melanocytes. Scale bars: 50 um for A, 550 um for

B, 48 um for C, and 150 um for D,

NADPH-d staining is found in the OE of the nasal
cavity and the vomeronasal organ. Labels are al-
most confined to basal cells and immature ORN.
However, 5 weeks after axotomy, both marks in
ORN are almost totally lost. One possible explana-
tion for this last finding is that after injury the
epithelium initiates regeneration (2 weeks) but that

at a certain point of this process the presence of a
target to establish contact is needed. In its absence
the regenerating cells finally degenerate, too (53,
69). In support of the notion that NO might play a
role in the maturation of these neurons are recent
data from our group showing both NOS-IR and
NADPH-d staining in immature ORN of the axolotl
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FIG. 6. Coronal sections of the nasal chamber showing the olfactory epithelium of control and axotomized sides of the axolotl, 2 weeks
after axotomy. (A) Olfactory receptor neurons of the control side showing intense NADPH-d staining: m, melanocytes. (B) Axotomized side
showing a weak staining in dendrites and the mucociliary/microvillar complex (MC). Notice the intense staining of the basal cells in the
axotomized side (arrows) when compared with the control side. Scale bar: 40 um.,

OE at developmental day 12 (manuscript in prepa-
ration). Moreover, several groups have reported that
NO participates in the establishment and refine-
ment of the axonal projections, the differentiation of
motoneurons, and the establishment of neuronal
connections (70-75).

In the present work, NOS-IR and NADPH-d stain-
ing were also found in OE vessels and Bowman's
glands. The occurrence of both labels in nerve fibers
of these structures has been reported for other spe-
cies (47, 49, 51). The presence of NO in the vessels
suggests that this molecule might participate in
blood flow regulation of the nasal epithelium in the
axolotl. This function has been attributed to NO in
the nasal cavity of other species (20, 24, 45, 49).
Slight NADPH-d staining was also found in fibers

forming a net surrounding the secretory cells of the
Bowman's glands. These glands secrete a serum rich
in glycoproteins to the surface of the OE (76). Re-
cently, Jeon et al. (51) described in the rat that the
NADPH-d-positive fibers that surround the nasal
epithelium blood vessels and Bowman's glands orig-
inate in the sphenopalatine ganglion. Since this gan-
glion contains cholinergic neurons, NO could be co-
localized with acetylcholine and contribute to the
vasomotor and secretomotor control in this tissue.
On the basis of these data it could be proposed that
NO participates in the modulation of Bowman's
gland's secretion in the axolotl.

In the respiratory epithelium of the main cham-
ber, small cells showing both NADPH-d staining
and NOS-IR (Fig. 4) were detected. These cells have

FIG. 7. nNOS immunoreactivity (nNOS-IR) in the nasal cavity of axolotls 2 weeks after unilateral axotomy. (A) In the main chamber,
immunoreactivity in ORN is only present in some dendrites, while in the mucociliary/microvillar complex (MC) and Bowman's glands
(BG), nNOS-IR remains spared. (B) In the vomeronasal organ (VO), nNOS-IR is again almost absent in ORN and spared in the MC. (C)
Intense immunoreactivity is also seen 2 weeks after axotomy in basal cells at the bottom of the olfactory epithelium (OE) (arrows). Scale

bars: 120 pum for A and B and 50 um for C.
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not been described in other anatomical studies of the
nasal cavity of the axolotl. To establish the nature
and possible function of these NO-positive cells
found in the axolotl is a matter of ongoing investi-
gation.

In conclusion, our results demonstrate the pres-
ence of an intense NADPH-d staining and nNOS-IR
in the ORN of the olfactory epithelium of the main
chamber and the vomeronasal organ of the axolotl.
nNOS immunoreactivity was mainly localized at the
ORN dendrites and the mucociliary/microvillar com-
plexes, at the lamina propria of arterioles and in
Bowman's glands secretory and duct cells. Thus,
present results suggest that NO might be involved
in several functions in the nasal cavity of A. mexi-
canum. These functions appear to include olfactory
signal transduction, blood flow regulation, and mod-
ulation of Bowman's glands secretion. Additionally,
NO seems to play a role in ORN development.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr. P. Emson who kindly donated the anti-NOS
antibody. Dr. G. Rodriguez-Manzo for translation and criticism of
the text, Mr. F. Camacho-Garcia for technical assistance, and Mr.
R. Cardoso for illustration. This study was partially supported by
the following grants: CONACYT-2915IN (for Ledn-Olea) and
DGEPPA-UNAM-201377 (for Sanchez-Islas). E. Sanchez-Islas re-
ceived scholarships from TELMEX and CONACYT.

REFERENCES

1. Moncada, S., Palmer, R. M. J., and Higgs, E. A. (1991). Nitric
oxide: Physiology, pathophysiology, and pharmacology. Phar-
macol. Rev. 43, 109-142.

2. Snyder, S. H. (1992). Nitric oxide: First in a new class of
neurotransmitters. Science 257, 494 - 496.

3. Snyder, S. H., and Bredt, D. S. (1992). Biological roles of nitric
oxide. Sci. Am. 266, 68-71, 74-77.

4. Yun, H. Y., Dawson, V. L., and Dawson, T. T. (1996). Neuro-
biology of nitric oxide. Crit. Rev. Neurobiol. 10, 291-316.

5. Shinde, U, A., Mehta, A. A., and Goyal, R. K. (2000). Nitric
oxide: A molecule of the millennium. Indian J. Exp. Biol. 38,
201-210.

6. Gelperin, A. (1994), Nitric oxide mediates network oscilla-
tions of olfactory interneurons in a terrestrial mollusc. Na-
ture 369, 61-63.

7. Sanchez-Alvarez, M., Leén-Olea, M., Talavera, E., Pellicer,
F., Sanchez-Islas, E., and Martinez-Lorenzana, G. (1994).
Distribution of NADPH-diaphorase in the perioesophageal
ganglia of the snail, Helix aspersa. Neurosci. Lett. 169, 51-55.

8. Miiller, U., and Hildebrandt, H. (1995). The nitric oxide/
c¢GMP system in the antennal lobe of Apis mellifera is impli-
cated in integrative processing of chemosensory stimuli. Eur.
J. Neurosci, T, 2240-2248.

9. Talavera, E., Martinez-Lorenzana, G., Ledn-Olea, M.,
Sanchez-Alvarez, M., Séanchez-Islas, E., and Pellicer, F.
(1995). Histochemical distribution of NADPH-diaphorase in
the cerebral ganglion of the crayfish Cambarellus montezu-
mae. Neurosci, Lett. 187, 177-180.

10. Gelperin, A., Kleinfeld, D., Denk, W., and Cooke, 1. R, (1996).
Oscillations and gaseous oxides in invertebrate olfaction.
J. Neurobiol. 30, 110-122,

11. Miiller, U. (1996). The nitric oxide system in insects. Prog.
Neurobiol. 51, 363-381.

12. Bicker, G. (1998). NO news from insect brains. Trends Neu-
rosci. 21, 349-355.

13. Colasanti, M., and Venturini, G. (1998). Nitric oxide in inver-
tebrates. Mol. Neurobiol. 17, 157-174.

14. Ott, S. R., and Burrows, M. (1999). NADPH diaphorase his-
tochemistry in the thoracic ganglia of locusts, crickets, and
cockroaches: Species differences and the impact of fixation.
J. Comp. Neurol. 410, 387-397.

15. Gelperin, A., Flores, J., Raccuia-Behling, F., and Cooke, I. R.
(2000). Nitric oxide and carbon monoxide modulate oscilla-
tions of olfactory interneurons in a terrestrial mollusk.
J. Neurophysiol. 83, 116-127.

16. Davis, B. J. (1991). NADPH-diaphorase activity in the olfac-
tory system of the hamster and rat. J. Comp. Neurol. 314,
493-511.

17. Breer, H., Klem, T., and Boekhoff, 1. (1992). Nitric oxide
mediated formation of cyclic GMP in the olfactory system.
Neuroreport 3, 1030-1032.

18. Kishimoto, J., Keverne, E. B., Hardwick, J., and Emson, P. C.
(1993). Localization of nitric oxide synthase in the mouse
olfactory and vomeronasal system: A histochemical, immuno-
logical and in situ hibridization study. Eur. J. Neurosci. 5,
1684 -1694.

19. Leén-Olea, M., Sanchez-Alvarez, M., Pellicer, F., Talavera,
E., Sanchez-Islas, E., and Martinez-Lorenzana, G. (1994).
Distribution of nitric oxide producing neurons in the CNS of
the axolotl Ambystoma mexicanurn. Abs. Neurosci. 20, 1173.

20. DellaCorte, C., Kalinoski, D. L., Huque, T., Wysocki, L., and
Restrepo, D. (1995). NADPH diaphorase staining suggests
localization of nitric oxide synthase within mature vertebrate
olfactory neurons. Neuroscience 66, 215-225.

21. Broillet, M. C., and Firestein, S. (1996). Gaseous second mes-
sengers in vertebrate olfaction. J. Neurobiol. 30, 49-57.

22. Hopkins, D. A., Steinbusch, H. W., Markerink, van Ittersum,
M., and De Vente, J. (1996). Nitric oxide synthase, cGMP,
and NO-mediated cGMP production in the olfactory bulb of
the rat. J. Comp. Neurol. 375, 641-658.

23. Porteros, A., Arévalo, R., Crespo, C., Brinén, G. J., Weruaga,
E.. Aijén, J., and Alonso, J. R. (1996). Nitric oxide synthase

Copyright © 2001 by Academic Press. All rights of reproduction in any form reserved.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

NITRIC OXIDE IN OLFACTORY EPITHELIUM OF AXOLOTL

activity In the olfactory bulb of anuran and urodele amphib-
ians. Brain Res. 724, 67-72.

Zielinskl, B. S., Osahan, J. K., Hara, T. J., Hosseini, M., and
Wong, E. (1996). Nitric oxide synthase in the olfactory mu-
cosa of the larval sea lamprey (Petromyzon marinus).
J. Comp. Neurol. 365, 18-26.

Wenisch, S., Andressen, C., Derouiche, A., Arnhold, S., Ad-
dicks, K., and Leiser, R. (2000). Heme oxygenase-2 and nitric
oxide synthase immunoreactivity of bovine olfactory receptor
neurons and a comparison with the distribution of NADPH-
diaphorase staining. Histochem. J. 32, 381-388.

Breer, H., and Shepherd, G. M. (1993). Implication of the
NO/cGMP system for olfaction. Trends Neurosci. 16, 5-9.

Lischka, F. W., and Schild, D. (1993). Effects of nitric oxide
upon olfactory receptor neurones in Xenopus laevis. Neuro-
Report 4, 582-584.

Inamura, K., Kashiwayanagi. M., and Kurihara, K. (1998).
Effects of cGMP and sodium nitroprusside on odor responses
in turtle olfactory sensory neurons. Am. J. Physiol. 275,
C1201-C1206.

Schmachtenberg, O., and Bacigalupo, J. (2000). Calcium me-
diates the NO-induced potassium current in toad and rat
olfactory receptor neurons. .J. Membr. Biol. 175, 139-147.

Menzel, R., and Muller, U. (1996). Learning and memory in
honeybees: From behavior to neural substrates. Annu. Rev.
Neurosci. 19, 379-404.

Kendrick, K. M., Guevara-Guzman, R., Zorrilla, J., Hinton,
M. R., Broad, K. D., Mimmack, M., and Ohkura, S. (1997).
Formation of olfactory memories mediated by nitric oxide.
Nature 388, 670-674.

Thomas, E., and Pearse, A. (1961). The fine localization of
dehydrogenases In the nervous system. Histochemie 2, 266 -
282.

Vincent, S. R. (1986). NADPH-diaphorase histochemistry and
neurotransmitter coexistence. /n Neurohistochemistry: Mod-
ern Methods and Applications (Panula. P.. Paivrainta, H..
and Soinila, S., Eds.), pp. 375-396, A. R. Liss, New York.

Vincent, S. R., and Kimura, H. (1992). Histochemical map-
ping of nitric oxide synthase in the rat brain. Neuroscience 46,
755-784.

Rodrigo. J., Springall, D. R., Uttenthal, O., Bentura, M. L.,
Abadia-Molina, F., Riveros-Moreno, V., Martinez-Murillo,
R., Polak, J. M., and Moncada, S. (1994). Localization of nitric
oxide synthase in the adult rat brain. Philos. Trans. R. Soc.
London B Biel. Sci. 345, 175-221.

Dawson, T. M., Bredt, D. S., Fotuhi, M.; Hwang, P. M., and
Snyder, S. H. (1991). Nitric oxide synthase and neuronal
NADPH diaphorase are identical in the brain and peripheral
tissue. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7797-7801.

Hope, B. T., Michael, G. J., Knigge. K. M., and Vincent, S. R.
(1991). Neuronal NADPH diaphorase is a nitric oxide syn-
thase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2811-2814.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

17.

48.

49,

50.

51.

52.

315

Bredt, D. S., and Snyder, S. H. (1992). Nitric oxide, a novel
neuronal messenger. Neuron 8, 3-11,

Matsumoto, T., Nakane, M., Pollock, J. S., Kuk, J. E., and
Férstermann, U, (1993). A correlation between soluble brain
nitric oxide synthase and NADPH-diaphorase activity is only
seen after exposure of the tissue to fixative. Neurosci. Lett.
155, 61-64.

Holmgvist, B. 1., Ostholm, T., Alm, P., and Ekstrém, P.
(1994), Nitric oxide synthase in the brain of a teleost. Neuro-
sci. Lett. 171, 205-208,

Briining, G., Katzbach, R., and Mayer, B. (1995). Histochem-
ical and immunohistochemical localization of nitric oxide syn-
thase in the central nervous system of the goldfish, Carassius
auratus. J. Comp. Neurol. 358, 353-382.

Gonzélez, A., Munoz, A., Munos, M., Marin, O., Arévalo, R.,
Porteros, A., and Alonso, J. R. (1996). Nitric oxide synthase in
the brain of a urodele amphibian (Pleurodeles walt) and its
relation to catecholaminergic neuronal structures. Brain Res.
727, 49-64.

Smeets, W. J., Alonso, J. R., and Gonzalez, A. (1997). Distri-
bution of NADPH-diaphorase and nitric oxide synthase in
relation to catecholaminergic neuronal structures in the
brain of the lizard Gekko gecko. J. Comp. Neurol. 377, 21-41.

Bruning, G., Wiese, S., and Mayer, B. (1994). Nitric oxide
synthase in the brain of the turtle Pseudemys scripta elegans.
J. Comp. Neurol. 348, 183-206.

Kulkarni, A. P., Getchell, T. V., and Getchel, M. L. (1994).
Neuronal nitric oxide synthase is localized in extrinsic nerves
regulating perireceptor processes in the chemosensory nasal
mucosae of rats and humans. J. Comp. Neuro!. 345, 125-138.

Briining, G., and Mayer, B. (1996). Localization of nitric oxide
synthase In the brain of the frog, Xenopus laevis. Brain Res.
741, 331-343.

Sakai, M., Sawada, T., Nishimura, T., and Nagatsu, L. (1996).
Expression of nitric oxide synthase in the mouse and human
nasal mucosa. Acta Histochem. Cytochem. 29, 177-179.
Riederer, A., Held, B., Mayer, B., and Worl, J. (1999). Histo-
chemical and immunocytochemical study of nitrergic inner-
vation in human nasal mucesa. Ann. Otol. Rhinol. Laryngol.
108, 869-875.

Hanazawa, T., Motosugi, H., Konno, A., Kaneko, T., Tanaka,
K., and Chiba, T. (1993). Distribution of NADPH-diaphorase
positive nerve fibers in the rat nasal mucosa. Neurosci. Lett.
159, 71-74.

Hanazawa, T., Konno, A., Kaneko, T., Tanaka, K., Ohshima,
H., Esumi, H., and Chiba, T. (1994). Nitric oxide synthase-
immunoreactive nerve fibers in the nasal mucosa of the rat.
Brain Res. 657, 7-13.

Jeon, S. Y., Kim, J., and Hwang, E. G. (1997). Origin and
distribution of NADPH diaphorase-positive nerves in rat na-
sal mucosa. Ann. Otol. Rhinel. Laryngol. 106, 688 -692.

Séanchez-Islas, E., Anton B., and Leén-Olea, M. (1999). Ana-
tomical distribution of the nitric oxide synthase and

Copyright © 2001 by Academic Press. All rights of reproduction in any form reserved.



316

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

NADPH-d in the development of the CNS of the axololt,
Ambystoma mexicanum. Abs. Neurosci. 25, 1019.

Roskams, A. J., Bredt, D. S., Dawson, T. M., and Ronnett,
G. V. (1994). Nitric oxide mediates the formation of synaptic
connections in developing and regenerating olfactory receptor
neurons. Neuron 13, 289-299,

Smith, M., and Smith, B. (1971). Analysis of the literature on
the Mexican Axolotl. Synopsis of the Herpetofauna of Mexico,
Vol. 1, Eric Lundberg, Augusta, WV.

Eisthen, L. H., Sengelaub, D. R., Schroeder, D. M., and Al-
berts. J. R. (1994). Anatomy and forebrain projections of the
olfactory and vomeronasal organs in axolotls (Ambystoma
mexicanum). Brain Behav. Evol. 44, 108-124.

Getchell, T. V., Margolis, F. L., and Getchell, M. L. (1984).
Perireceptor and receptor events in vertebrate olfaction.
Prog. Neurobiol. 23, 317-345.

Graziadei, P. P., and Monti Graziadei, G. A. (1976). Olfactory
epithelium of Necturus maculosus and Ambystorna tigrinum.
J. Neurocytol. 5, 11-32. ;

Caggiano. M., Kauer, J. S., and Hunter, D. D. (1994). Globose
basal cells are neuronal progenitors in the olfactory epithe-
lium: A lineage analysis using a replication-incompetent ret-
rovirus. Neuron 13, 339-352.

Herbison, A. E., Simonian, S. X., Norris, P. J., and Emson,
P. C. (1996). Relationship of neuronal nitric oxide synthase
immunoreactivity to GnRH neurons in the ovariectomized
and intact female rat. J. Neurcendocrinol 8, 73-82.
Graziadei, P. P., and DeHan, R. S. (1973). Neuronal regener-
ation in frog olfactory system. J. Cell Biol. 59, 525-553.
Graziadei, G. A., and Graziadei, P. P. (1979). Neurogenesis
and neuron regeneration in the olfactory system of mammals.
II. Degeneration and reconstitution of the olfactory sensory
neurons after axotomy. J. Neurocytol. 8, 197-213.
Graziadei, P. P., and Okano, M. (1979). Neuronal degenera-
tion and regeneration in the olfactory epithelium of pigeon
following transection of the first cranial nerve, Acta Anat.
(Basel) 104, 220-236.

Graziadei, P. P., Karlan, M. S., Graziadei, G. A., and Bern-
stein, J. J. (1980). Neurogenesis of sensory neurons in the
primate olfactory system after section of the fila olfactoria.
Brain Res. 186, 289-300.

Graziadei, P. P. C., and Monti Graziadei, G. A. (1980). Neu-
rogenesis and neuron regeneration in the olfactory system of
mammals. II1. Deafferentation and reinnervation of the ol-
factory bulb following section of the fila olfactoria in rat.
J. Neurocytol. 9, 145-162.

65,

66.

67.

68.

69.

70.

71,

72.

73.

74.

75.

76.

SANCHEZ-ISLAS AND LEON-OLEA

Wang, R. T., and Halpern, M. (1982). Neurogenesis in the
vomeronasal epithelium of adult garter snakes. 2. Reconsti-
tution of the bipolar neuron layer following experimental
vomeronasal axotomy. Brain Res. 237, 41-59.

Doucette, J. R., Kiernan, J. A., and Flumerfelt, B. A. (1983).
Two different patterns of retrograde degeneration in the ol-
factory epithelium following transection of primary olfactory
axons. .J. Anat. 136, 673-689.

Yamamoto, R., Bredt, D. S., Snyder, S. H., and Stone, R. A.
(1993). The localization of the nitric oxide synthase in the rat
eye and related cranial ganglia. Neuroscience 54, 189-200.

Margolis, F. L., Roberts, N., Ferriero, D., and Feldman, J.
(1974). Denervation in the primary olfactory pathway of
mice: Biochemical and morphological effects. Brain Res. 81,
469-483.

Schwaob, J. E., Szumowski, K. E., and Stasky, A. A. (1992).
Olfactory sensory neurons are trophically dependent on the
olfactory bulb for their prolonged survival. J. Neurosci. 12,
3896-3919. "

Gally, J. A., Montague, P. R., Reeke, G. N. Jr., and Edelman,
G. M. (1990). The NO hypothesis: Possible effects of a short-
lived, rapidly diffusible signal in the development and func-
tion of the nervous system. Proc. Natl Acad. Sci. USA 87,
3547-3551.

Douglas, T. H., Patterson, S. I., Smith, D. S., and Skene, J. H.
(1993). Neuronal growth cone collapse and inhibition of pro-
tein fatty acylation by nitric oxide. Nature 366, 562-565.

Kalb, R. G., and Agostini, J. (1993). Molecular evidence for
nitric oxide-mediated motor neuron development. Neuro-
science 57, 1-8.

Williams, C. V., Nordquist, D., and McLoon, S. C. (1994).
Correlation of nitric oxide in the elimination of transient
retinotectal projections in the developing visual system.
J. Neurosci. 14, 1746-1755.

Tenorio, F., Giraldi-Guimaraes, A., and Mendez-Otero, R.
(1995). Developmental changes of nitric oxide synthase in the
rat superior colliculus. J. Neuresci. Res. 42, 633-637.

lentile, R., Picciurro, V., Pedale, S., Nucci, C., Malecka, B.,
Nistico, G., and Macalone, S. (1996). Nitric oxide enhances
amino acid release from immature chick embryo retina. Neu-
rosci. Lett. 219, 79-82.

Getchell, M. L., and Getchell, T. V. (1984). 3-Adrenergic reg-
ulation of the secretory granule content of acinar cells in
olfactory glands of the salamander. J. Comp. Physiol. A 155,
435-443.

Copyright @ 2001 by Academic Press. All rights of reproduction in any form reserved.



Volume 10, Number 3, May 2004

b

ELSEVIER

.f‘ \

Biology and Chemistry
Official Journal of the NITRIC OXIDE Society

T AT S Y

Also available on

SCIENCE@DIHECT3

www.sciencedirect.com




NITRIC OXIDE

Biology and Chemistry

Editor-in-Chief

Jack R. Lancaster, Jr.
Birmingham, Alabama

Associate Editor

Ulrich Férstermann
Mainz, Germany

Editorial Advisory Board

Joseph Beckman Owen W. Griffith Thomas Michel
Birmingham, Alabama Milwaukee, Wisconsin Boston, Massachusetts
Timothy R. Billiar Steven S. Gross Salvador Moncada
Pittsburgh, Pennsylvania New York, New York London, United Kingdom
Christian Bogdan David G. Harrison Masataka Mori
Freiburg Germany Atlanta, Georgia Kumamoto, Japan
E’;ﬂ h&dﬁm!\;:: it Kiriidont Matthias W. Hentze Ferid Murad
' Heidelberg, Germany Houston, Texas
Rudi Busse :
Frankfurt, Main, Germany John B. Hl_bbs Carl F. Nathan
Salt Lake City, Utah New York, New York
Gautam Chaudhuri
Los Angeles, California James K. Hurst Petra M. Schwarz
Pullman, Washington Mainz, Germany
Hun-Taeg Chung
Chonbug, Korea Larry K. Keefer William C. Sessa
Frederick, Maryland New Haven, Connecticut
Ellen I. Closs
Mainz, Germany Hartmut Kleinert Solomon H. Snyder
Ted M. Diwson Mainz, Germany Baltimore, Maryland
Baltimore; Marsland Victoria Kolb-Bachofen Jonathan S. Stamler
Valina L. Dawson Dusseldorf, Germany Durham, North Carolina
e e Santiago Lamas Dennis J. Stuehr
Jean-Claude Drapier Madrid, Spain Cleveland, Ohio
Paris, France .
Joseph Loscalzo Steven R. Tannenbaum
Helmut Drexler Boston, Massachusells Cambridge, Massachusetts
Hannover, Germany ; 7
) Charles J. Lowenstein Naoyuki Taniguchi
Victor J. Dzau Baltimore, Maryland Osaka, Japan
Boston, Massachusetls
Martin Feelisch Michael A. Marletta Patrick Vallance
SEEHERRGAREE Berkeley, California London, United Kingdom
Shreveport, Louisiana
Bence k. oo l-’hrosht Maeda EauIbV. Ya;houtto
Birmingham, Alabama Kumamoto, Japan ‘ourbevoie, France
Jon M. Fukuto Bettie Sue Masters David A. Wink
Los Angeles, California San Antonio, Texas Bethesda, Maryland
Robert F. Furchgott Bernd Mayer Mitsuhiro Yokoyama
Brooklyn, New York Graz, Austria Kobe, Japan
D. Neil Granger Pavel Martasek Warren M. Zapol
Shreveport, Louisiana Prague, Czech Republic Boston, Massachusetts

Cover photo. Synapsin I immunohistochemistry. See the article by Sanchez-Islas and Ledn-Olea, pages 141-149, in this issue.



Available online at www.sciencedirect.com

SCIENCE @mnlc?'

Nitric Oxide 10 (2004) 141149

NITRIC
OXIDE

Biology and Chemistry

www.elsevier.com/locate/yniox

Nitric oxide synthase inhibition during synaptic maturation decreases
synapsin [ immunoreactivity in rat brain

Eduardo Sanchez-Islas and Martha Le6n-Olea*

Lahoratorio de Histologia y Micrascopia Electrinica. Subdireccion de Neurociencias, Instituto Nacional de Psiquiatria " Ramon de la Fuente”. Av.
México-Xochimileo 1001, Col. San Lorenzo Huipulco, Mexico D.F. C.P. 14370, Mexico

Received 11 November 2003; received in revised form 31 March 2004
Available online 10 May 2004

Abstract

During the development of the brain, nitric oxide and synapsins, the latter being phosphoproteins associated to presynaptic mem-
brane vesicles, are abundant in presynaptic terminals and play important and similar roles in neurotransmitter release, morphogene-
sis, synaptogenesis, and synaptic plasticity. These mechanisms are fundamental for neuronal development and plasticity and
constitute important factors for the formation of neuroanatomical structures. Neural nitric oxide synthase (nNOS), synapsin I, and
nNOS adapter protein (CAPON) constitute a ternary complex necessary for specific NO and synapsin functions at a presynaptic
level. It is not known whether NO absence may affect the presence and/or activity of synapsins during brain development. To under-
stand the role of NO in synaptogenesis, we studied the effects of NOS inhibition on synapsin I expression at a postnatal stage. Rat
pups were treated with a competitive NOS antagonist, N-nitro-L-arginine methyl ester, from postnatal days 3 to 23. Control pups
received exclusively an equivalent volume of saline solution. Histochemical and immunochemical techniques for NADPH-d and syn-
apsin 1, respectively, were carried out. NOS inhibition elicited a significant reduction in synapsin I immunoreactive density and
NADPH-d activity in the brain in the analyzed areas—prefrontal cortex, hippocampus, and dorsal thalamus. These data show that
the alterations originated by NO and synapsin deficiencies produce a diminution in synaptic density, Thus, functions that depend on

the formation of synaptic connections such as learning and memory could be affected by NO deficiency.

© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: nNOS; NADPH-d; Development; Synaptogenesis; Immunohistochemistry; Hippocampus

Nitric oxide (NO, nitrogen monoxide), a biological
messenger molecule with multiple functions in immune,
cardiovascular, and nervous systems, is generated by the
enzyme nitric oxide synthase (NOS) by means of three
distinct isoenzymes: neuronal NOS (nNOS), endothelial
NOS (eNOS), and inducible NOS (iNOS) [1-6]. NO and
synapsins, the latter being phosphoproteins associated
with presynaptic membrane vesicles, are abundant in
neuronal terminals and participate in similar functions
in the nervous system such as the regulation of neuro-
transmitter release [7-12], synaptic plasticity [13], neurite
outgrowth and extension [14-17], and synaptogenesis,
neuronal proliferation, and maturation [18-29], and play
a role in synaptic vesicle docking/fusion reactions

* Corresponding author. Fax: +5255-56-55-99-80.
E-mail addresses: marthalo@imp.edu.mx (M. Leon-Olea), edaxy@
imp.edumx (E. Sdnchez-1slas).

1089-8603/8 - see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/).nox.2004.04.001

[30,31]. The development of the mechanisms of neuro-
transmitter release is an important component for the
formation of functional synaptic connections. These
processes are fundamental for neuronal development
and plasticity and are important factors in the formation
of neuroanatomical structures [32-36]. Theoretically, the
lack of NO would produce important changes in the
development of the CNS. However, knockout nNOS
mice do not show patent abnormalities in both neuroan-
atomical and sensorimotor function studies [37,38], sug-
gesting that other NOS isoforms in the brain, like INOS
and eNOS, may generate NO and compensate for the
absence of nNOS [37,39]. In vitro studies have shown
that nNOS inhibition affects basic aspects of neuronal
viability and function [40]. The inhibition of nNOS dur-
ing critical periods of brain development originates
alterations in the development of retinal pathways [4]1-
45]. Kalb and Agostini [18] reported that this inhibition
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causes the absence ol protein expression, such as Cal-
305, on the neuronal surface present in mature motoneu-
rons of the spinal cord. This inhibition also affects
functions such as learning and memory [46]. The delivery
of nNOS to discrete sites of neurons is mediated by
adapter proteins [47]. For instance, nNOS is linked to
postsynaptic densities by the cytoskeletal protein
PSD95/93 [48]. This interaction places nNOS adjacent to
other PSD95 ligands, such as the NR2 subunit of the N-
methyl-p-aspartate receptor (NMDA) [49], which
accounts for the efficient activation of nNOS by NMDA
receptor stimulation [50]. Recently, Jaffrey et al. [51]
reported that nNOS localization in presynaptic termi-
nals depends on the formation of a ternary complex con-
stituted by nNOS, synapsin I, and a carboxyl terminal
PDZ ligand of nNOS protein (CAPON). CAPON con-
tains a C-terminal PDZ domain-binding motif, which
interacts with the N-terminal PDZ domain of nNOS.
Evidence from binding studies indicates that CAPON is
stechiometrically associated with soluble nNOS, indicat-
ing that CAPON may serve as a nNOS-targeting protein
in neurons [51]. CAPON has an N-terminal phosphoty-
rosine-binding (PTB) domain whose ligands include
Dexrasl (a novel member of the ras family) and the syn-
apsin family of proteins [51,52]. The physiologic activity
of Dexrasl is determined by nNOS and CAPON, as
Dexrasl activation is selectively diminished in mice
bearing a nNOS targeted deletion, whereas Dexras| acti-
vation by nNOS is enhanced in the presence of CAPON
[20]. The absence of synapsin | originates modifications
in nNOS and CAPON cellular localizations thus affect-
ing the cellular functions of this ternary complex. Addi-
tionally nNOS and synapsins are present in presynaptic
sites and partially co-localized in cultured hippocampal
neurons [$3]. Moreover, 2NOS ™'~ mice display defects in
dendritic arborization [16], which are similar to the den-
dritic defects found in synapsin I knockout mice [21].
This evidence suggests a close functional relationship
between NO and synapsins allowing the speculation that
those deficits in dendritic morphology or neurotransmit-
ter release in synapsin-deficient mice may reflect a
decreased access of nNOS to synaptic sites. It is not
known whether NO absence may affect the presence
and/or activity of synapsins during brain development.
To further understand the role of NO in synaptogenesis,
we studied the effects of NOS inhibition, during early
postnatal stages in rat pups, on synapsin immunoreac-
tive density in cerebral structures related to cognitive
functions such as prefrontal cortex, hippocampus, and
dorsal thalamus.

Experimental procedures

All experiments were performed according to NIH
guidelines for care and use of laboratory animals and

approved by the Project Commission of the Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente,

Wistar rat pups (both sexes) were housed together
with their mothers and maintained under standard labo-
ratory conditions. Pups were treated (n=7) from post-
natal days 3 to 23 (day of birth being considered as
postnatal day 1, pnl) with a daily subcutaneous injection
of 60mg/kg N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
Sigma) in isotonic saline (10-50 ul). Control pups (n=7)
received an equivalent volume of saline. The pups were
weighted and observed daily prior to treatment adminis-
tration.

We carried out an NADPH-d histochemistry and a
synapsin | a/b immunohistochemistry in L-NAME- and
saline-treated 24-day-old rats. Previously animals were
anesthetized with sodium pentobarbital 40mg/kg i.p.
and perfusion-fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4 (PB). Brains were removed,
post-fixed 12-16h in the same fixative, and washed in
30% sucrose buffer until used. Serial 50 pym coronal sec-
tions of the brain were obtained in a freezing microtome.
Alternate slices, corresponding to bregma —4.16 mm
[54], were chosen for the procedures (Fig. 2A). Control
and treated sections were processed simultaneously for
each technique.

NADPH-d histochemistry

Floating sections from both control and treated ani-
mals were permeabilized in 0.1% Triton X-100in PB for
Smin, NADPH-d activity was revealed by incubation in
PB containing 0.1 mg/ml nitro blue tetrazolium and 1 mg
B-NADPH for 45min at 37°C, subsequently washed in
PB, dried, cleared, and mounted as described in detail
elsewhere [24,55].

Synapsin I immunohistochemistry

The avidin—peroxidase method (kit PK-6105, Vector,
USA) was performed in floating sections incubated in
0.03% hydrogen peroxide (H,0,, 30min), washed in
0.1 M PB saline (PBS), and incubated (1 h) in PBS with
0.3% Triton X-100 (PBS-T), 1% bovine albumin (BA),
and 1% normal rabbit serum (RS). They were then incu-
bated with a primary polyclonal antibody against synap-
sin I a/b protein (Santa Cruz, USA), diluted 1:600in
PBS-T, 1% RS for 3 days at 4°C, followed by a rinse in
PBS and incubation in biotinylated rabbit anti-goat IgG
(Vector, diluted 1:200) for 2h. After further washing in
PBS, the sections were incubated in avidin-biotin-per-
oxidase complex for 1h. The peroxidase activity was
revealed by reacting the sections with a mixture of 10 mg
3,3-diaminobenzidine in 26 ml Tris—HCI buffered saline
(5 uM, pH 7.6), 12 pl H,0, 30%, and 300 pl nickel sulfate
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30%. Subsequently, the sections were washed in PBS,
dried, cleared, and mounted.

Quantitative tissue analysis for NADPH-d histochemistry
and immunohistochemistry

The optical density of both immunoreactivity and his-
tochemistry staining in prefrontal cortex, hippocampal
subregions, and dorsal thalamus sections was analyzed
by a computer-based image-analysis system as an aver-
age of gray values. Sections were analyzed under a Leitz
Laborlux 12 microscope and photographed using a
SPOT 2 camera (Diagnostic Instruments), captured and
digitized in a PC computer. Measurements were taken
from coronal sections of the right and left hemispheres
of selected regions (described in Fig. 2A), in two alter-
nate sections (one for NADPH-d and one for synapsin I)
for each animal (n = 14). Optical density of positive areas
was quantified using a Scion Image 4.0.2 analysis pro-
gram and standardized between white (0) and black
(255). For each cerebral region, the mean of the optical
densities in the control group was taken as 100%. In the
case of NADPH-d histochemistry, we also measured
the optical density in randomly chosen soma neurons in
the same regions to quantify changes in staining inten-
sity. The optical density of the same number of control
and treated neurons was measured with the above-men-
tioned software. The total number of cells processed in
the different regions was: 121 in prefrontal cortex, 174 in
hippocampus, and 246 in ventral lateral geniculate nuclei
of dorsal thalamus,

Statistical analysis

Weight differences between control and treated ani-
mals were assessed by means of a two-way ANOVA for
repeated measures followed by the Tukey test.

Data regarding quantification of the optic density
from the histochemical and immunohistochemical
experiments are presented as means =+ SEM. Statistical
comparisons of these data between L-NAME-treated
and control groups were performed by means of the
paired Student’s ¢ test, the optic density of neurons was
evaluated by means of the Mann-Whitney U test. Statis-
tical significance was considered for p < 0.05.

Results

Pups treated postnatally with L-NAME on days 3-23
presented a moderate weight diminution with age as
compared to control animals, [two-way ANOVA for
treatment Fy 5, =289, p <0001, for postnatal age
Fl4.50=449.9, P < 0.001, and for the interaction between
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Fig. 1. Body weight development along time in L-NAME treated
(60 mg/kg, subcutaneous, daily from P3 through P23) and control
(saline)-injected rat pups. Values are given as means = SEM Tukey
test *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.

both factors Fiy 40, =8.66, P < 0.001]. The diminution
became statistically significant from P12 onwards, being
the decrease in body weight of a 15% in average at the
end of the L-NAME treatment (P23) (Fig. 1). No other
evident macroanatomic or motor activity alterations
were noticed.

NADPH-d histochemistry

Inhibition of nNOS activity in brain sections of the
treated group resulted in a reduction in the number of
NADPH-d positive neurons and fibers, as well as in a
diminution in the labeling intensity when compared to
control group (100%). Prefrontal cortex presented a
staining intensity 42.83+5.03% (ie, a decrease of
57.17% of the control value) (Figs. 2B and 3A and B)
and a soma optical density (n=121) equal to
56.17 +1.96% (Fig. 2C). The hippocampus exhibited also
a low staining intensity of 43.3942.74% (Figs. 2B and
3C and D). The optical density of neuronal bodies in the
hippocampus (n=174) was only measured in 4 of the 7
treated pups, because labeled neurons were completely
absent in this region in the 3 remaining animals. The
mean optical density for these animals was 43.89+
1.32% (Figs. 2C and 3D). The dorsal thalamus presented
an optical density of 46.28 +4.65% (Figs. 2B and 3E and
F) and the mean value obtained for the somas in the ven-
tral lateral geniculate nuclei (n=246) was 42.20 £ 1.32%
(Figs. 2C and 3G and H).

Synapsin immunohistochemistry

A significant reduction in synapsin | immunoreac-
tivity was found in the three selected brain areas of the
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Fig. 2. Quantitative analysis of NADPH-d staining and synapsin | immunoreactivity in 24-day-old rat pups treated with L-NAME from postnatal
days 3-23 and control pups (saline solution). (A) Schematic drawing showing quantified brain regions. NADPH-d staining is shown on the left side
of the drawing in prefrontal cortex (CX), hippocampus (HP), and thalamus (TH). Synapsin | immunoreactivity is shown on the right side of the
drawing in CX, HP (quantified by subregions): (a) CAl stratum oriens; (b) CA| stratum radiatum; (c) CA2 stratum oriens; (d) CA2 stratum radia-
tum; (¢) CA3a stratum oriens, () CA3a stratum lucidum; (g) CA3b stratum oriens; (h) CA3b stratum lucidum,; (i) granular cell layer of dentate
gyrus; (j) hilus; (k) polymorphic zone of dentate gyrus; (I) stratum lacunosum-moleculare; and (m) inner layer of dentate gyrus and TH. (B,C) Graphs
showing the effect of NOS inhibition on NADPH-d staining in the three selected brain regions (B) and in the somas within these regions (C). Both
cases show a significant decrease in staining intensity. (D-F) Effect of nNOS inhibition on synapsin | immunoreactivity in CX, HP, and TH, respec-
tively. A significant decrease in staining intensity is found in the three analyzed regions, except for the hippocampal subregions a, b, and ¢. Graph val-
ues represent the means + SEM of all density values for a specific group (7 rats, | slide per rat) expressed as percentage of control. Student's 1 test for

brain regions *p < 0.05, **p < 0.005, and ***p < 0.001; Mann-Whitney U test for somas (C) *p < 0.05.

treated group (Table 1). Prefrontal cortex showed an
optical density 65.15 4 2.57% of the control value (100%)
(Figs. 2D and 4A and B). The hippocampus was
quantified in subregions (Fig. 2A), and all the values in
parentheses are given with respect to control values as
follows: polymorphic zone of the dentate gyrus
(65.52+2.57%), hilus (64.87+7.32%); and stratum
lucidum in areas CA3a (61.28+598%) and CA3b
(58.89+:6.94%); stratum oriens in areas CA3la
(66.59 +4.61%) and CA3b (67.18 & 6.88%). Other hippo-
campal regions where synapsin density is normally low
also exhibited a significant reduction in immunoreactiv-
ity when compared to control values as follows: stratum
oriens in area CA2 (71.53 £10.31%), granular cell layer
area of dentate gyrus (69.61 £+ 7.86%), stratum lacuno-
sum-moleculare (62.67 +4.86 "), and inner layer of den-
tate gyrus (61.08 £ 5.05%) (Figs. 2E and 4C, D, G, and
H). Finally, synapsin immunoreactivity in the dorsal
thalamus was 66.61 +4.76% of control value (Figs. 2F
and 4E and F).

Discussion

Several groups have used the labeling of synapsins as
an index of synaptic number and density that may be
related to the gain or loss of functions [25,56,57). The
strength of this assumption is based on the following evi-
dence. Synapsins represent one of the most abundant
families of synaptic proteins in the brain [58-60]. They
are expressed only in neurons and are specifically local-
ized in the presynaptic compartment of the synapsis [61-
65]. During the development of the nervous system, the
appearance of the synapsin | protein in the neuropil
correlates temporarily and topographically with syna-
ptogenesis [56,62,66-69]. Studies of synapsin expression
have revealed that an increase in synapsin | and synapsin
IT levels parallels the establishment of synaptic contacts
in different brain areas both in situ and in cultured
neurons [56,66,70]. Injections of synapsin I or synapsin
[l into spinal neurons of Xenopus embryos result in the
acceleration of both morphological and functional
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Fig. 3. NADPH-d histochemistry. Photomicrographs of brain coronal sections (50 pm) of 24-day-old rat pups treated with L-NAME from postnatal
days 3-23 and controls (saline solution). Sections in A, C, E, and G correspond to the control group and those in B, D, F, and H to the treated group.
Prefrontal cortex (A,B); hippocampus (hilus) (C,D); dorsal thalamus (E.F); and magnification of geniculate nucleus area (G,H). Arrows (1) show
stained neurons and fibers. Sections in the treated group (right) exhibit a decrease in staining intensity when compared with control sections (left).
Notice the complete absence of stained neurons in hippocampus (D) and the reduction in staining intensity of positive somas in the geniculate

nucleus (H). Scale bars for A—F = 350 pm; for G-H = 50 pm.

development of neuromuscular synapses [71-73]. In syn-
apsin I knockout mice, there is a decrease in the size of
synaptic terminals and in the number of synaptic vesicles
per terminal [21]. Thus, Melloni et al. [56] suggested that
examination of synapsin I immunoreactivity in the brain
may be used as a sensitive indicator of the establishment/
maintenance and/or the loss/recovery of functional
synapses in the CNS. Based on the aforementioned
studies, we utilized synapsins as markers ol synaptic
density. Similar to synapsins, NO participation in
synaptogenesis [20,21,27,29], regulation of neurotrans-
mitter release [7-11,31], and synaptic plasticity [13] has

been demonstrated. This functional similarity suggests a
close relationship between NO and synapsins. Specificity
of NO reactions with its neuronal target is partially
determined by nNOS availability and precise cellular
localization [47-51]. The discovery of the CAPON
protein by Jeffrey et al. [51], which binds nNOS and
synapsins at the presynaptic site to form a triad, pro-
vides evidence for the functional relationship between
these proteins. The lack of synapsin 1 originates
modifications in nNOS and CAPON cellular localiza-
tion, thus affecting the cellular functions of this ternary
complex. We were interested in elucidating whether NOS
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Table |

Quantitative tissue analysis for synapsin | immunoreactivity
Cerebral structure Control (%) L-NAME (%) Decrease (%)
Prefrontal cortex 100+ 5.73 65.15+2.60 34854260
Hippocampus
CA]1 stratum oriens 100 £10.28 81.06 £ 840 18.94 = 8.40
CA| stratum radiatum 100 £9.02 8475+ 735 2847+ 1735
CAZ2 stratum oriens 100 £9.34 71.53£ 1031 28471031
CAZ2 stratum radiatum 100 + 8.04 70.88 £ 8.28 29.124+8.28
CAJ3a stratum oriens 100 £ 4.25 66.59 £ 4.61 3341 £4.61
CA3a stratum lucidum 100 + 5.36 6128 +5.98 38724598
CA3b stratum oriens 100 +£7.84 67.18 +6.88 3282+ 6.88
CA3b stratum lucidum 100+7.19 5889+ 694 41.11 £6.94
Granular cell layer of dentate gyrus 100 £10.24 69.61 £ 7.86 30.39 + 7.86
Hilus 100 £+ 7.84 6487+ 7.32 3513+£732
Polymorphic zone of dentate gyrus 100 £ 8.94 6552+ 6.87 3448 +6.87
Stratum lacunosum-molecularis 100+ 749 62.67 +£4.86 37.33 486
Inner layer of dentate gyrus 100 £ 6.46 61.08 £ 5.05 3892+ 5.05
Thalamus 100 & 6.96 66.71 +£4.76 33.29+4.76

Optic density of synapsin | immunoreactivity in different brain regions of rat pups in control (saline) and L-NAME groups, treated from postna-
tal days 3 to 23 and sacrificed on day 24. The mean of the optical densities of the control group was taken as 100%. Decreases in optical density were
observed in all analyzed cerebral regions of the treated group. Values of the treated group are expressed as percentage of control.

inhibition exerted an effect on synapsin expression at
early postnatal stages, since during this period synapto-
genesis and brain maturation take place in areas where
synapsin [56,66,69,70] and nNOS [22,29] expressions are
high. Our results show that NOS inhibition at a postna-
tal stage (days 3-23) in the rat induces a significant
decrease in synapsin | immunoreactivity in all analyzed
brain regions. Moreover, an important density decrease
was found in every hippocampal subregion examined
that ranged from 18.94+ 8.40% in CAl striatum oriens
to a 41.11 £6.94% of control value in CA3b striatum
lucidum (Table 1, Fig. 2E). The above-mentioned nuclei,
which are rich in these proteins, have a close functional
relation to learning and memory processes [74]. Our
results suggest that NOS inhibition may have an effect
on synaptic formation, since there is a significant
decrease in its density. This decrease might reflect both
the effects of the local disruption of NOS activity as well
as possible effects secondary to functional alterations
due to the inhibition of the different NOS isoforms at a
peripheral level,

On the one hand, NO at the synaptic level behaves as
a retrograde neurotransmitter to maintain the activity in
the presynaptic neuron, although its synthesis occurs in
the postsynaptic neuron. On the other hand, NO in the
presynaptic neuron facilitates neurotransmitter release
[7-11,31]. When the presynaptic neuron is inactive, syn-
apsins are bound to the cytoskeleton by actin (reserve
pool), but when the neuron is activated, synapsins are
phosphorylated and become part of the release vesicles
located in the vicinity of the presynaptic membrane
[31,65]. To form the CAPON/synapsin/NO triad,
synapsins must be phosphorylated. This triad keeps

nNOS available at the presynapsis [51]. NO absence not
only affects synapsins at the synaptic vesicles, but also
modifies the activation at the core complex of other
synaptic proteins (n-secl, syntaxin la, VAMP 2, and
SNAP-25) involved in the docking and fusion of synap-
tic vesicles [31] and inhibits the calcium-independent
neurotransmitter release [10]. This suggests that
physiological alterations due to NO absence, which are
similar to the ones originated by synapsin deficiency,
stem from an unavailability of the enzyme at the
synaptic terminal, affecting neurotransmitter release and
synaptic plasticity.

NOS chronic inhibition originated a marked decrease
in NADPH-d positive staining, which entails nNOS
enzymatic activity [38]. It has been reported that L-
NAME inhibition affects NOS isoforms differentially,
being the endothelial and inducible forms influenced to a
lesser degree than the neuronal NOS, which is largely
affected [75]. Virgili et al. [40] reported that with this L-
NAME treatment (60 mg/kg/day, sub-dermal and post-
natally applied) complete inhibition of NOS catalytic
activity was attained during its administration, but four
days after the end of treatment, the enzyme activity was
restored. With this same treatment, we did not find any
evident neuromorphological impairment, macroscopic
malformation or mortality. Prickaerts et al. [76] reported
that a sub-dermal 25 mg/kg/day L-NAME dose, started
on postnatal day | (P1), originated a high mortality dur-
ing the first days after birth (P1-P3). We initiated the L-
NAME treatment (60 mg/kg/day) on day P3 and, even
though the dosage was higher, 100% of our animals sur-
vived. It is important to mention that although we did
not conduct specific experiments to test motor behavior,
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Fig. 4. Synapsin | immunohistochemistry. Photomicrographs of brain coronal sections (50 pm) of 24-day-old rat pups treated with L-NAME from
postnatal days 3-23 (A, C, E, and G) and controls (saline solution) (B, D, F, and H). Prefrontal cortex (A,B); hippocampus (C,D); dorsal thalamus
(E.F); and magnification of hippocampal CA3 region (G,H). Arrows (1) indicate areas of intense staining. In all sections of the treated group, a dim-
inution in synapsin | staining is observed. Scale bars in A-F = 350 um; G-H = 50 um.

no evident abnormalities were noticed in the treated
pups as compared to controls during the daily observa-
tions. In line with this perception, there are other works
using the same L-NAME inhibition protocol that report
no alteration in behavior and motor activity in the
treated rats [40]. However, other authors like Pickaerts
et al. [76] report on an increase in the motor activity of
rat pups tested in the open field as a result of L-NAME
treatment.

Our results provide morphological evidence showing
that the lack of NO induces a reduction in synaptic
density and a synapsin deficiency. Thus, it can be
hypothesized that synapsin depletion resulting from NO

absence may alter those brain functions that depend on
the formation of synaptic connections, such as learning
and memory.
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