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RESUMEN

La demencia es un proceso complejo que involucra diversos trastornos que conducen al
detrimento de la funcion cerebral, lo que se manifiesta como pérdida de la memoria de
corto y largo plazo. Otros sintomas asociados a los procesos demenciales son las
alteraciones del razonamiento, el juicio, la incapacidad para realizar tareas cotidianas; asi
como cambios en la personalidad y el comportamiento. Adn cuando se sigue
considerando a la edad como el principal factor de desarrollo de la demencia, existen
eventos bioquimicos que predisponen su aparicion, como la disminucion de los
neurotransmisores Oxido nitrico (NO) y acetilcolina (ACh). Aunado a lo anterior, la
degeneracion de los circuitos neocorticales y septohipocampales, derivada de la pérdida
de neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (CBA), son eventos correlacionados
con las alteraciones cognitivas, conductuales y funcionales de la demencia.

Uno de los modelos experimentales desarrollados para generar hipofuncionalidad por la
disminucion de marcadores colinérgicos, como ocurre en la demencia de Alzheimer, es el
uso de la inmunotoxina saporina IgG 192 (SAP). La administracion intracerebroventricular
de la SAP en ratas, ocasiona la muerte selectiva de las neuronas colinérgicas del CBA y
la disminucién de la actividad de la enzima transferasa de acetil colina (ChAT), tanto en la
corteza como en el hipocampo, lo que se relaciona con un déficit del desempefio de
animales inyectados con la SAP en diferentes pruebas cognitivas. Al igual que la ACh, el
NO juega un papel importante en los procesos de aprendizaje y memoria. Esta
demostrado que la inhibicion de la sintasa del 6xido nitrico (NOS) bloquea la cognicion,
mientras que la administracibn exégena de NO a través de donadores como el
molsidomine (MOLS) la favorece. Debido a la relacion que existe entre los sistemas
colinérgico y nitrérgico, se propone el uso del MOLS como una herramienta farmacologica

capaz de antagonizar el déficit cognitivo producido por la administracion del antagonista



muscarinico y amnésico escopolamina, sin embargo, hasta la fecha no esta descrito el
efecto del NO sobre el rescate de la funcionalidad colinérgica en el modelo causado por la
SAP.

La presente tesis es la primera investigacion en demostrar el efecto modulador del NO
sobre el sistema nitrérgico cortical y estriatal en este modelo, través de la administracion
del donador MOLS. Se propone que este efecto modulador se relaciona con la facilitacion
del aprendizaje y con la recuperacién de la memoria de reconocimiento durante la fase de
eleccion de la prueba de reconocimiento de objetos. Estos resultados sugieren la utilidad
del MOLS como un candidato para el desarrollo de un tratamiento farmacolégico para el
déficit cognitivo moderado y los sintomas cognitivos tempranos en los procesos

demenciales como la enfermedad de Alzheimer.



ABSTRACT

Dementia is a multifactorial process defined as the brain hypofunctionality that induces the
loss of short and long term memaries. Other symptoms related to demential processes are
reasoning and judgment disturbances as well as the disability for daily activities. These
events are accompanied by personality and behavioral changes. Despite that aging is the
main factor for the setting of dementia, some other biochemical disturbances like reduction
of acetylcholine and nitric oxide levels, as well as the deficit in the cholinergic transmission
from the basal forebrain to the neocortex and hippocampus, are thought to contribute to
the development of cognitive symptoms of Alzheimer’s dementia.

Intraventricular or intraseptal administration of the immunotoxin 192 IgG saporin (SAP) in
rats is related to cholinergic transmission disturbances and also to biochemical and
physiological changes in situ. The cholinergic denervation induced by SAP produces
depletion of cholinergic markers like choline acetyltransferase (ChAT) in the cortical and
hipocampal presynaptic terminals, as well as marked failure in several cognitive tasks.
Nitric oxide (NO) is an important neuromodulator that plays a major role in learning and
memory processes. The participation of NO in cognition has been demonstrated through
the use of nitric oxide synthase (NOS) inhibitors, while NO donors like molsidomine
(MOLS) recover the cognitive function.

Although the relationship between NO and cholinergic system has been evidenced
through the use of MOLS as a pharmacological tool used to antagonize the cognitive
deficit associated to cholinergic hypofunction, produced by the scopolamine model, the
participation of NO in the recovery of the cholinergic function in the SAP model has not
been analyzed yet.

This PhD thesis is the first investigation demonstrating the modulatory effect of MOLS on
the cortical and striatal nitrergic system in the SAP’s model, which could be promoting the
learning process as well the recovery of the recognition memory in the choice phase of the

3



object recognition task. The dual ability of MOLS to counteract SAP-induced cognitive and
nitrergic effects, allows us to suggest MOLS as a good candidate for its development as
pharmacological tool for the treatment of cognitive deficit associated with Alzheimer’s

disease and in the mild cognitive impairment.



1. ANTECEDENTES

La demencia es el resultado de la disminucion progresiva de las funciones cognitivas,
cuyos sintomas principales son la pérdida gradual de la memoria y el aprendizaje, donde
la edad es considerada como el factor principal de riesgo. Sin embargo, también existen
eventos bioquimicos que predisponen su aparicién como son la disminucién en la sintesis
y liberacion de neurotransmisores (NT), entre ellos la acetilcolina (ACh) y el 6xido nitrico
(NO, por sus siglas en inglés nitric oxide) (Sanchez-Ayéndes y cols., 2003). A pesar de
que en México no existe informacion actualizada sobre el numero de adultos mayores con
demencia, se estima que para el afio 2050 el nimero de ancianos con déficit cognitivo
ser& aproximadamente de 32.4 millones (Aviles-Funes y cols., 2006).

Durante el proceso de envejecimiento, se generan cambios estructurales y bioquimicos
que afectan la plasticidad sinaptica. Algunas de las alteraciones morfologicas que ocurren
durante dicho proceso se refieren a la disminucion de la ramificacion dendritica y de la
densidad de espinas, asi como a la reduccion de la tasa de neurogénesis en el
hipocampo (HC), lo cual se relaciona con deterioro cognitivo en seres humanos y en
modelos experimentales (von Bohlen, 2010). El HC es una estructura de gran importancia
que participa directamente en la formacién de la memoria a largo plazo a partir de la
informacion recientemente adquirida, a través de la integracion y procesamiento de la
informacion espacial y contextual (Driscoll y cols., 2003; Kenney y Gould, 2008).

La relacion que existe entre las alteraciones funcionales hipocampales y la cognicién, esta
demostrada en roedores a través de la aplicacion de diferentes pruebas cognitivas, tal
como el laberinto acuatico de Morris, paradigma que evalla la memoria de procedimiento
y de referencia espacial. Los animales aprenden la localizacion de una plataforma por la
asociacion que existe entre ésta y sefales colocadas en sitios estratégicos afuera del
laberinto (Hodges, 1996). Empleando este paradigma, el grupo de Jeltsch y cols. (2001)

demostré que ratas lesionadas mediante la inyeccion bilateral de colchicina en el giro
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dentado, no son capaces de aprender la ubicacion de dicha plataforma o de seguir las
pistas. De igual manera se demostrd que lesiones en ambos I6bulos temporales mediales
en seres humanos, monos y ratas, también alteran el desempefio en pruebas de memoria
de reconocimiento de objetos (Eichenbaum, 2004; Squire, 2004). Otra prueba cognitiva
qgue evidencia la relacién entre las alteraciones funcionales hipocampales y la cognicion,
es la prueba de reconocimiento de objetos (PRO), la cual se basa en la tendencia natural
que presentan los roedores por la exploracion de objetos novedosos y la discriminacion
de éstos ante objetos familiares o conocidos y es de gran utilidad para evaluar la memoria
declarativa de eventos (episodica) (Winters y cols., 2008; Ennaceur y cols., 2005).
Aquellos animales cuyo lébulo temporal medial se encuentra intacto dedican un tiempo
mayor a la exploracion del objeto nuevo. Sin embargo, cuando esta prueba se aplica en
ratas con lesiones hipocampales ocasionadas por la administracién de acido iboténico,
éstas disminuyen la exploracion del objeto novedoso en comparacion con los controles
(Ainge y cols., 2006).

Estd documentado que trastornos en el sistema colinérgico, que conllevan a la
disminucion en la produccién de ACh cerebral, también contribuyen en gran medida al
deterioro cognitivo, tal y como sucede en la enfermedad de Alzheimer (Wevers, 2010; Fitz
y cols., 2006; Scattoni y cols., 2006; Chang y Gold, 2004; Pappas y cols., 2005; Sanchez-
Ayéndez y cols., 2003; Leanza y cols., 1996). Un evento adicional que se asocia a la
alteracion cognitiva durante el envejecimiento, es la produccién reducida del NO por
disminucion de la actividad de la sintasa del NO (NOS), lo que esta evidenciado por la
reduccion de los niveles de la L-arginina en el cerebro de ratas Wistar viejas (Law y cols.,

2002; Siles y cols., 2002).



1.1 NEUROANATOMIA Y NEUROQUIMICA DEL CEREBRO BASAL ANTERIOR

El septum medial (SM) forma parte del cerebro basal anterior (CBA), que es el principal
sistema de neuromodulacion colinérgica del cerebro (Deiana y cols., 2011; Fitz y cols.,
2006; Harrell y cols., 2001). Diversos estudios anatémicos y neuroquimicos coinciden en
sefialar que es una region caracterizada por su heterogeneidad neuronal, asi como su
diversidad en cuanto a sus proyecciones tanto colinérgicas como GABAérgicas y
glutamatérgicas se refiere, no obstante lo anterior, el CBA es considerado como una
region colinérgica fundamentalmente (Wevers, 2010; McKinney y Jacksonville, 2005;
Mesulam, 2004). Desde el punto de vista estructural, las células colinérgicas se definen
por ser neuronas multipolares de gran tamafo (18-43 um) con somas fusiformes u
ovalados y con axones largos y arboles dendriticos extensamente ramificados (Woolf,
2006; Semba, 2000; Détari y cols., 1999).

El CBA es una regioén localizada en la base del cerebro, en posicion anterior al hipotdlamo
y ventral a los ganglios basales. A nivel frontal limita con el tubérculo olfatorio y el nicleo
acumbens, mientras que lateralmente lo hace con el complejo amigdaloide y la corteza
piriforme. EI CBA esta constituido por tres grandes areas: el area septal localizada en la
zona mas rostral y constituida por el septum medial (SM) y el limbo vertical de la banda
diagonal de Broca. La zona mas caudal del CBA corresponde a la region del nucleo basal
magnocelular (NBM: nudcleo basal de Meynert en roedores) que incluye también al globo
palido ventral y la sustancia innominata. La tercera de las areas esta formada por el limbo
horizontal de la banda diagonal de Broca y el nucleo predptico magnocelular (Montero-
Pastor, 2004). La inervacion del CBA, es similar en diferentes especies de mamiferos,
incluyendo al hombre (Niewiadomska y cols., 2009). Se pueden identificar tres vias de
inervacion principales que son: el NBM, la banda diagonal de Broca (BDB) y el SM que en
conjunto son los principales nucleos del CBA que inervan a la CX, la amigdala, a los

bulbos olfatorios (BO), a la formacion hipocampal y algunos ndcleos talamicos (McKinney

7



y Jacksonville, 2005). Algunos autores reportan que lesiones generadas en estas regiones
tienen repercusiones en diversos componentes del aprendizaje y la memoria (Wevers,
2010; Bassant y cols., 1998). En los nucleos colinérgicos del CBA del cerebro de los
roedores se pueden encontrar al menos seis grupos de neuronas colinérgicas (CH1-CH6),
los cuales se diferencian entre si por el tipo de receptores muscarinicos (AChM-R) que
expresan, asi como a su respuesta al NGF y por las vias de sefializacion que activan
(McKinney y Jacksonville, 2005). Los tipos celulares CH1 y CH2 se presentan
principalmente en el SM y en el limbo vertical de la BDB, mientras que las neuronas CH3
estan ubicadas en el limbo horizontal de esta misma region. Por su parte, las neuronas
CH4 son caracteristicas del NBM y los tipos celulares CH5 y CH6 se localizan en dos
regiones del cerebro medio, el tegmento pedunculopontino y el laterodorsal, y proyectan
principalmente a regiones corticales y taldmicas respectivamente (McKinney vy
Jacksonville, 2005).

Con respecto a las vias de sefializacion asociadas a los subtipos de AChM-R, es
importante recordar que M1, M3 y M5 se asocian a la hidrolisis de fosfoinositidos con la
consecuente activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la consecuente formacion del
1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) y la movilizacion de Ca?" intracelular. Por su parte, los
subtipos M2 y M4 participan en la modulacion de canales i6nicos e inhiben a la adenilato
ciclasa (Siegel y cols., 2006). Los AChM-R se localizan de manera diferencial y pueden
co-existir en combinaciones de dos 0 mas subtipos en las regiones blanco del CBA:
amigdala y CX (M1, M3, M4); HC (M1, M3, M5); BO e hipotalamo (M2); estriado (M4);

talamo (M3; M5) y habénula (M5) (McKinney y Jacksonville, 2005).

1.2 PARTICIPACION DEL CBA EN LA COGNICION
Son abundantes las evidencias que demuestran la participacion de las neuronas

colinérgicas del CBA en la modulacion de diferentes funciones cognitivas. La via
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colinérgica septohipocampal (VSH) (Figura 1), modula los procesos de adquisicion y
almacenamiento de la informacion espacial a través de la inervacion colinérgica del
hipocampo, la corteza frontal o ambos (Lampreay cols., 2000; Janis y cols., 1998; Buhot y
Naili,1996; Shen y cols., 1996; Walsh y cols., 1996). La via colinérgica que desemboca al
hipocampo, constituye la principal via involucrada en la consolidacion de la memoria
episddica y juega un papel muy importante en la deteccion de la novedad y las funciones

asociativas que involucran estimulos motivacionales (Baxter y Chiba, 1999).

(A)

(B)

FIGURA 1. (A) Inervacion de los principales nucleos colinérgicos en roedores. MS (septum
medial): hipocampo, VDB/HDB (limbos vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca):
neocorteza y bulbo olfatorio respectivamente, NBM (nucleo basal de Meynert, Sl: substantia
innominata): amigdala y neocorteza. (B) Relacion espacial de los nicleos colinérgicos del
CBA. (Sato y Uchida, 2004).

La VHS tiene relevancia en la modulacion de la respuesta al estrés, ya que ejerce un
efecto inhibidor sobre el eje hipotalamo-pituitaria-adrenocortical, que es el sistema
neuroendocrino que genera glucocorticoides en respuesta a una serie de estimulos
estresantes, entre los que se incluyen eventos novedosos 0 amenazantes (Sawchenko,
2000). Esta via también inhibe a las neuronas del nucleo paraventricular de manera
indirecta a través de proyecciones GABAérgicas, disminuye la liberacién de

glucocorticoides (corticosterona; CORT) vy facilita la capacidad de habituacion en ratas

(Herman y cols., 2002). De manera contraria, la generacion de lesiones inmunotdxicas en
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los nacleos colinérgicos del cerebro basal anterior incrementan la respuesta de CORT y
reducen la capacidad de habituacion de ratas expuestas a inmunotoxinas (Wellman, 2001,

Joels y cols., 1997; Sapolsky y cols.,1986).

1.3 SAPORINA 1gG 192: UN MODELO DE DETERIORO COGNITIVO POR
HIPOFUNCION COLINERGICA

Debido a la necesidad de contar con un tipo de lesién cuya especificidad fuera atil para
evaluar alteraciones exclusivas de la transmision colinérgica, en las ultimas décadas del
siglo XX, se desarroll6 un modelo experimental de deterioro cognitivo, a través del empleo
de la inmunotoxina saporina 1gG-192 (SAP), la cual genera hipofuncionalidad colinérgica.
La estructura de la SAP corresponde a un complejo formado por la saporina (30 kDa), que
es una proteina perteneciente a la familia tipo 1 de lectinas inhibidoras de ribosomas (LIR)
y que esta unida a un anticuerpo de la clase IgG. La saporina proviene de las hojas,
raices y semillas de la Saponaria officinalis, la cual es una planta de tipo arbustivo
perteneciente a la familia de las Caryophyllaceae y que se conoce comunmente como
saponaria o hierba jabonera (Barbieri y cols., 1993).

Las LIR tienen la propiedad de dafiar la maquinaria ribosomal de manera irreversible,
pues su sitio de accidn se encuentra ubicado en una estructura “tallo-asa” altamente
conservada y rica en purinas del ARN ribosomal (ARNr) 28S, que se conoce como /oop a-
sarcina/ricina (Stirpe, 2004). La union N-glicosidica de la saporina y la remocion de
adeninas especificas del ARNr, no permite la union de los factores de elongacion eEF-1y
eEF-2 a los ribosomas, inhibiendo de este modo la sintesis de proteinas e interrumpiendo
el proceso de translocacion (Bagga y cols., 2003; Barbieri y cols., 2000; Hudak y cols.,

2000).
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La toxicidad de la saporina, aunada al acoplamiento de un anticuerpo dirigido hacia un
tipo de receptor en particular, son caracteristicas que le confieren a la inmunotoxina SAP

una gran especificidad celular.

1.4 MECANISMO DE SELECTIVIDAD Y NEUROTOXICIDAD DE LA SAP

Las neuronas colinérgicas del CBA, presentan caracteristicas propias que las hacen
susceptibles al efecto de la SAP y estd demostrado que un porcentaje elevado de estas
neuronas expresan receptores p75 para el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Montero-
Pastor, 2004). La SAP es una inmunotoxina con alta especificidad para las neuronas
colinérgicas del CBA, ya que el anticuerpo monoclonal acoplado a la proteina saporina,
esta dirigido al receptor p75 (p75-R). El p75-R es una proteina transmembranal que tiene
una analogia estructural y funcional con el receptor para el factor de necrosis tumoral
(TNF); en roedores su expresion esta restringida principalmente a neuronas colinérgicas
del CBA y en grupos neuronales de los nucleos caudado y putamen, neuronas motoras y
células cerebelares de Purkinje (Roux y Barker, 2002; Leanza y cols., 1996). La funcion
biolégica del p75-R se deriva de su interaccion con diversas proteinas, entre las que se
destaca su relacion sinérgica con el receptor de superficie para neurotrofinas TrkA (TrKA-
R; receptor de cinasa tipo A de tirosina). La co-expresion de ambos receptores (p75-R y
TrkA-R) en las neuronas colinérgicas del CBA promueve la sobrevivencia neuronal,
mediante la activacion del factor de transcripcion NFk-B (Kaplan y Miller, 2000), mientras
qgue su union con NRAGE (neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog) ocasiona la
apoptosis de células del tipo MAH (Fin y cols., 1995). Otras proteinas que se relacionan
funcionalmente con p75-R son NADE, TRAF, RIP 2, FAP-1, caveolina, entre otras (Roux y
Barker, 2002).

Algunos de los eventos que generan neurotoxicidad en las neuronas colinérgicas de CBA
son, la disminucion de los receptores TrkA y la produccion de neurotrofinas (NTF) (Epay
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cols., 2004). Las NTF se sintetizan a partir de moléculas precursoras que se denominan
pro-neurotrofinas (pro-NGF) y que son las formas moleculares que tienen mayor afinidad
por el p75-R. El procesamiento proteolitico de las pro-NGF por enzimas convertasas,
genera la molécula madura dimérica que tiene mayor afinidad por el TrkA-R, dirigiendo la
sefializacion a la sobrevivencia celular; mientras que un exceso de precursores de NTF
promueve la apoptosis (Figura 2) (Cuello y cols., 2010). Estd demostrado que la
denervacion colinérgica asociada a la inyeccion de la SAP en CBA en modelos
experimentales, incrementa la proporcion entre los precursores pro-NGF y el NGF
maduro, ademas de la disminucion de los receptores TrkA en el CBA (Webster y Pirrung,
2008). Gu y cols. (2000) demostraron que la denervacion colinérgica del CBA, generada
por el modelo de la SAP, se relaciona con la disminucion en los niveles del NGF maduro y

la regulacion a la baja de la expresion del TrkA-R en el HC .

FIGURA 2. Mecanismos de muerte celular o sobrevivencia por activacion de los receptores
TrkA y/o p75 en las terminales sinapticas del CBA (Modificado de Cuello y cols., 2010).
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Derivada de la muerte selectiva de las neuronas colinérgicas del CBA ocasionada por
SAP, algunos autores reportan a través de estudios bioguimicos, histologicos e
inmunohistoquimicos, la baja en los niveles y actividad de diversos marcadores
colinérgicos en el SMy en las terminales corticales e hipocampales, lo que depende de la
dosis administrada y del tiempo posterior a la lesion. Es asi que, la administracion de la
SAP via intracerebroventricular (i.c.v.) 0 intraparenquimal tanto en ratas neonatas como
adultas, disminuye la recaptura de colina asi como el transporte vesicular de ACh en las
terminales presinapticas. Aunado a lo anterior, también se reporta reduccion del 90-95%
de los niveles de la ChAT, asi como la disminucion de la esterasa de ACh (AChE). Estos
cambios neuroquimicos, que en conjunto definen a la hipofuncionalidad colinérgica, son
eventos que promueven un desempeiio deficiente cuando se aplican diferentes pruebas
cognitivas y también la alteracion del comportamiento de los animales lesionados con
SAP (Martin y cols., 2008; Quinlivan y cols., 2007; Pappas y Sherren, 2003; Ricceri y
cols., 2002; Ferreira y cols., 2001; Harrell y cols., 2001; He y cols.,2001; Doyle y cols.,
1996; Leanza y cols., 1996; Robner y cols., 1995; Waite y cols., 1994; Moncada y cols.,

1991).

1.5 REGULACION DE LA ACh EN LOS PROCESOS COGNITIVOS

Es importante mencionar que la ACh modula diferentes funciones cognitivas en el sistema
nervioso central, entre ellas la memoria declarativa en humanos y su equivalente en
roedores, la memoria episodica (Deiana y cols., 2011). También es conocido el papel de
la ACh en la adquisicion y retencion de nueva informacion (Dere y cols., 2007; Von
Linstow Roloff y cols., 2007; Ramirez-Lugo y cols., 2002). Por otra parte, el papel de la
ACh en los procesos atencionales esta demostrado en varios estudios experimentales
tanto en humanos como en modelos animales, a través del manejo farmacoldgico por la
administracion de acido iboténico, quinolinico 6 AMPA en el CBA de roedores; también
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mediante el uso de lesiones electroquimicas e inmunotdxicas producidas por la
administracion de la SAP (Klinkenberg y cols., 2011). El proceso de atencion puede ser
definido como: la expresion cognitiva o conductual de un mecanismo neural que modula la
eficacia de la adquisicion de nueva informacion en situaciones caracterizadas por la
presencia de mdltiples y diversos estimulos, seleccionando aquella informacién que es
relevante e ignorando, simultdneamente, la irrelevante (Sarter y cols., 2003; Wenk, 1997).
La mayor parte de los trabajos experimentales de evaluacion conductual estdn centrados
en el estudio de la hipofuncion colinérgica derivada de la administracion de la
escopolamina (ESC) y de otros antagonistas muscarinicos. Derivado de estos estudios
se demostré que, el bloqueo de los receptores muscarinicos M1, M3 y M5 administrando
pirenzepina, resulta en alteraciones atencionales y reduce la adquisicién de la aversion
condicionada al sabor en roedores (McQuail y Burk, 2006; Ramirez-Lugo y cols. 2003;
Herremans y cols.,1996). Uno de los paradigmas utilizados para demostrar la
participacion del sistema colinérgico sobre la memoria de trabajo, es el condicionamiento
operante a través del paradigma del DMTP (delayed matching to position). Para la
correcta resolucion de las pruebas de DMTP, los animales deben detectar y discriminar la
aparicion de estimulos que sefialan la llegada de un refuerzo o bien, la ausencia de éste.
Algunos autores demostraron que la administracion cortical de ESC previo a la realizacion
de la DMTP, ocasiona una disminucién en el desempefio de la prueba por alteracion en el

proceso de aprendizaje (Newman y McGaughy, 2008; Von Linstow Roloff y cols., 2007).

1.6 OXIDO NITRICO: SINTESIS Y METABOLISMO

El 6xido nitrico (NO) es un mensajero gaseoso que no se almacena en vesiculas
sindpticas como otros neurotransmisores, sino que se sintetiza de acuerdo a la
disponibilidad de su precursor, L-arginina (Garthwaite y cols., 2002). El NO, no se puede
liberar por exocitosis, ni se une a receptores de membrana en células adyacentes,
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simplemente se difunde dentro de ellas (Hall y Garthwaite, 2009; Ledo y cols., 2004;
Lowenstein y cols., 1994). La participacion del NO en la sefializacién celular se relaciona
con diversos eventos entre los que se destaca su participacion en la actividad
cardiovascular, asi como en la activacion del sistema inmune y como NT en el sistema
nervioso. La secuencia final del metabolismo del NO es su oxidacion a los productos
finales: nitritos (NOy") y nitratos (NO3’) (Zhou y Zhu, 2009). Alin cuando hay discrepancias
debidas a la sensibilidad del método de cuantificacion, la concentracion basal del NO en
los tejidos, especialmente en el cerebro, oscila en el rango aproximado de 10 nM (Hall y
Garthwaite, 2009).

En cuanto a la sintesis del NO, ésta se lleva a cabo a través de la oxidacién de la L-
arginina a L-citrulina + NO (Figura 3). Esta reaccion es catalizada por las sintasas del
oxido nitrico (NOS), las cuales contienen un grupo hemo con una secuencia similar a la
reductasa del citocromo P450. Existen 3 isoformas de la NOS como producto de
diferentes genes, con diferente localizacion, regulacion, propiedades cataliticas,

sensibilidad a inhibidores y con una homologia del 51-57% entre las isoformas humanas.

(@ NOS neuronal (nNNOS, tipo I, o NOS-1). La expresion de esta isoforma es
constitutiva y dependiente de Ca®" y esta regulada a través de la unién reversible de
Ca”*/calmodulina (CaM) (Bredt y Snyder, 1994). La nNOS se localiza principalmente en el
citosol de neuronas de las siguientes regiones, corteza cerebral, nacleo endopiriforme
ventral, claustro, bulbo olfatorio, nucleo olfatorio, ndcleo acumbens, cuerpo estriado,
amigdala, hipocampo (particularmente en la region CAl y giro dentado), hipotalamo
(ntcleos supradptico y paraventricular), talamo, nucleos dorsal lateral y tegmental
pedunculopontino, cuerpo trapezoide, rafé magno, nucleos del tracto solitario y el
cerebelo. La nNOS constituye el principal recurso de NO en las neuronas; sin embargo,

también se localiza en astrocitos, en la capa adventicia de vasos sanguineos y miocitos
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cardiacos de rata. Ademas esté presente en el masculo esquelético, cardiaco y liso, en
donde el NO generado regula el flujo sanguineo y la contractibilidad muscular (Zhouy Zu,
2009; Kavia y cols., 2006; Knowles y Moncada, 1994).

(b) NOS inducible (iNOS, tipo Il, o0 NOS-2). Esta isoforma se encuentra en el citosol de
los astrocitos o células de la microglia y se induce ampliamente en varios tejidos en
respuesta a eventos tales como inflamacion, infecciones virales o accidentes vasculares
(Luo y Ciskova, 2000). Como el opuesto a la regulacion calcio-dependiente de la actividad
NOS constitutiva (eNOS y nNOS), la iINOS es descrita como insensible al Ca**,
probablemente debido a su estrecha interaccion no covalente con la calmodulina (CaM) y
Ca’* (Kavia y cols., 2006; Alderton y cols, 2001).

(c) NOS endotelial (eNOS, tipo lll, o NOS-3). La eNOS se identificé inicialmente en
células endoteliales y estudios recientes demuestran la existencia de genes de la eNOS
en neuronas, en donde su expresion es constitutiva. La eNOS se puede encontrar tanto
en la membrana como en el citosol de las células endoteliales, que regulan el flujo
sanguineo cerebral de una poblacién de neuronas piramidales de las subregiones CA1,
CA2 y CAS3 del hipocampo y de las células granulares del giro dentado (Kavia y cols.,

2006; Alderton y cols, 2001).

Un aspecto de suma importancia es que la biosintesis de NO es un proceso que esta
regulado por multiples vias de sefalizacion y también involucra la participacion de otros
sistemas de NT como lo es el del glutamato (GLU) (Ledo y cols., 2004).

La activacion de los receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA-R) por GLU, desencadena
un proceso de sefializacion que inicia con el influjo de Ca*" al interior de la neurona,
debido a que los NMDA-R estan acoplados a un canal iénico dependiente de voltaje. El
incremento del Ca** en el citosol propicia su unién con la CaM, evento que se traduce en

la activacion de la cNOS.
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Figura 3. Sintesis del NO (Marlettay cols., 1998).

Las tres enzimas que participan en la sintesis del NO tienen una accién catalitica y son
diméricas en su forma activa. Con respecto a este punto, en el dominio oxigenasa,
ubicado en el extremo N-terminal de la enzima, se localiza un sitio de unién para Zn, el
cual facilita la dimerizacion de la nNOS. Esto se lleva a cabo a través de la formacion de
un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina presentes en dos monémeros (Vincent,
2010).

Las NOS tienen como cofactores al complejo CaM, la tetrahidrobiopterina (BH,), el FAD,
el FMN, asi como un grupo fierro protoporfirina IX (hemo). Las NOS catalizan la reaccion
entre la L-arginina, el oxigeno y la NADPH para la formacién de NO, L-citrulina y NADP.
Debido a que las NOS utilizan al NADPH para oxidar a la L-Arginina, se presume que
cumplen con una funcién de oxidasa que se lleva a cabo en dos pasos. EI NADPH
funciona como donador de electrones y el oxigeno como aceptor. El primer paso de esta
reaccion consiste en la hidroxilacion de uno de los atomos de nitrdgeno del grupo
guanidino de la L-arginina para dar lugar a la L-N- hidroxiarginina (L-NH), compuesto
intermediario que permanece unido a la enzima (Figura 3). Posteriormente se lleva a cabo

la conversién de la L-NH a L-citrulina y NO (Bredt, 1999).
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La sintesis y funcion del NO como NT se deriva de la regulacién postraduccional de la
NOS, siendo la fosforilacion el principal mecanismo regulatorio de la isoforma nNOS. La
fosforilacion ocurre en residuos de treonina y serina, principalmente en el dominio de
oxigenasa. Esta modificacion esta regulada po r enzimas cinasas y fosfatasas como PKA,
CaMKIl , PKC y fosfatasa |. Otro mecanismo de regulacion se asocia con el incremento de
Ca”" intracelular, ya que la nNOS es inactiva a concentraciones basales, mientras que el
incremento de Ca* favorece la activacion de la enzima por la unién de la CaM a la nNOS.
Un mecanismo mas de regulacion de la nNOS se refiere a su localizacion intracelular. La
nNNOS tiene ademas un dominio PDZ, que la ubica en las membranas sinapticas y que
puede interactuar con otras proteinas que también contienen este dominio (Vincent, 2010;
Alderton y cols., 2001).

Con respecto a la regulacion de la actividad de la eNOS, se reporta que la fosforilacion
de la serina 1179 (Ser1179) se lleva a cabo por la proteina cinasa Akt, debido al incremento
en el flujo de electrones a través de su dominio reductasa (ubicado en el extremo C
terminal) y al incremento en la produccién de NO. En contraste, la fosforilacion de nNOS
en Sergy; por la cinasa dependiente de la calmodulina, induce un decremento en la
actividad de esta enzima (Alderton y cols., 2001). Por su parte, la N-miristoilacion y la S-
palmitoilacion de la eNOS, determinan la localizacion subcelular de ésta. La N
miristoilacion, es un proceso a menudo irreversible que determina la uniéon de la enzima
con la membrana endotelial y se lleva a cabo por la unién covalente del &cido graso
saturado miristato, a un residuo de glicina localizado en el extremo N terminal de la eNOS.
De manera subsecuente la palmitoilacion de la eNOS también ocurre a través de la
adicion de un palmitato por la accién de enzimas palmitoiltransferasas. Esta demostrado
que la carencia de palmitoilacion de la eNOS, provoca que la enzima permanezca unida y

se acumule en el aparato de Golgi, por lo que se sugiere que este proceso es esencial
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para el tréfico de la eNOS hacia la membrana plasmatica y su interaccion con ciertos
componentes membranales como la caveolina-1 (Ortiz y Garvin, 2003).

Todas las isoformas clonadas de NOS poseen secuencias para fosforilacion de la
proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa
dependiente de GMPc (PKG) y proteina cinasa dependiente de Ca”*/CaM (Bredt y
Snyder, 1992). Es probable que la fosforilacion disminuya la actividad catalitica de todas
las isoformas de NOS (Dinerman y cols., 1994). La fosforilacion podria interactuar con
otros tipos de modulacién de la enzima, por ejemplo, el NO estimula a la guanilato ciclasa
(GC) para formar GMPc, que inhibe a la NOS via PKG. La Ca*/CaM activa directamente
a la enzima, pero la fosforilacion via Ca?'/CaM la inhibe. De manera similar, el Ca?* activa

a la PKC, que a su vez inhibe a la NOS a través de la fosforilacion (Ortiz y Garvin, 2003).

1.7 DONADORES DE NO

La generacion de NO en los mamiferos puede ocurrir por dos vias:

a) De manera enddgena, a través de la oxidacion del aminoacido L-Arginina por la
accion enzimética de las sintasas del NO.

b) De forma exdgena mediante la administracibn de compuestos cuya estructura
organica favorece la produccion de NO in situ. Actualmente existen varios tipos de
donadores de NO que difieren principalmente en la liberacion enzimatica o espontanea
del NO, asi como en sus propiedades quimicas y la cinética de liberacion (Wang y cols,
2002). De manera general, los donadores de NO se clasifican en donadores directos,
cuyos principales representantes son el nitro prusiato de sodio (SNP) y los NONOatos
(Schade y cols., 2010; Miller y Megson, 2007). También existen los donadores indirectos
en donde se incluye al molsidomine (MOLS), a los nitratos organicos (gliceril trinitrato,
mononitrato y dinitrato de isosorbide, pentaeritril nitrato) y a los S-nitrosotioles (S-nitroso-
N- acetilpenicilamina) entre otros (Schade y cols., 2010; Willmot y cols., 2005).
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Los donadores de NO mimetizan la respuesta del NO end6geno o sustituyen el NO
enddgeno deficiente. Estos compuestos ejercen como principal funcién la activaciéon de la
enzima guanilato ciclasa soluble (GC) por la unién del NO al grupo hemo de la enzima y el
incremento intracelular del monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (Guix y cols., 2005;
Thatcher y cols., 2004; Kelly y Smith, 1996). Estos dos eventos desencadenan a su vez
diferentes vias de sefalizacion, entre las que destacan: (a) la ruta antiapoptotica regulada
por la cinasa G (PKG), en la que participa ademas el factor de transcripcion CREB y la
cinasa Akt. (b) Contestabile y Ciani (2004) reportan que la administracion in vitro de
inhibidores de la GC promueve la apoptosis de neuronas cerebelares por la activacion de
la caspasa 3; el tratamiento con donadores de NO ejerce un efecto protector, pues el NO
liberado nitrosila a la caspasa 3 inhibiendo de este modo su accién. Asimismo, se
reportan otros efectos que estan asociados a la administracion exdégena de NO, como: 1)
la liberacion de diversos NT (GABA, serotonina, GLU, ACh y noradrenalina), 2) la
potenciacién a largo plazo en el hipocampo y 3) la formacién de precursores de moléculas
antioxidantes y anti nitrosilantes (bilirrubina) (Calabrese y cols, 2007). Ademas, el NO
juega un papel importante en diversas funciones fisiolégicas como la transmision
sindptica, regulaciébn de la presion sanguinea, agregacion plaquetaria, relajacion de
musculo liso, morfogénesis, regulacion de la expresion de genes y procesos inhibidores
asociados con conducta agresiva y sexual (Luo y Ciskova, 2000; Schmidt y cols., 2001).
El NO, también estd involucrado en fendmenos de plasticidad como la potenciacion o
inhibicion neuronal de larga duracién y en la sensibilizacion de neuronas espinales

(Eisenach, 1997).
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1.8 MOLSIDOMINE (MOLS)

La propiedad de radical libre que posee el NO le confiere una vida media demasiado
corta, de milisegundos, por lo que practicamente es imposible poder detectarlo en las
diferentes regiones cerebrales. Es por esto que el uso de compuestos donadores permite
evaluar la actividad biolégica del NO en diversos modelos experimentales, tanto in vivo
como in vitro (Schade y cols., 2010; Low, 2005).

El MOLS es un donador de NO perteneciente al grupo de pro-farmacos conocidos como
sidnoniminas. Hoy en dia se conoce al MOLS como un potente vasodilatador en humanos
y animales. EI MOLS es metabolizado en el higado por enzimas esterasas para generar
su primer metabolito, SIN-1 (linsidomine), que posteriormente se descompone en el
metabolito donador SIN-1A. La liberacion del NO por SIN-1A en la vasculatura se lleva a
cabo sin intervencion enzimatica (Kristek y cols., 2003). Los metabolitos del MOLS son
mas activos para activar a la GC en comparacion con gliceril trinitrato (GTN) (Gerova y
Kristek, 2001; Noack y Feelisch, 1989).

Los estudios de la cinética del compuesto demuestran que el tiempo de formacion del
metabolito activo SIN-1A a partir de SIN-1 es aproximadamente de 126 minutos, lo que
permite una ventana de tiempo amplia para el manejo farmacolégico y de evaluacion
conductual de los animales experimentales (Noack y Feelisch, 1989). Algunos estudios
indican que 1 mM de SIN-1 podria proveer una concentracion estable de 5 mM de NO por
6-8 hrs en solucién acuosa (Fagni y Bockaert, 1996; Hess y cols., 1993; Feelisch y cols.,
1989).

No obstante que el uso de MOLS no esté aprobado en EUA, es ampliamente utilizado en
paises europeos y en Japon, donde se administra en aquellos pacientes que no
responden al régimen farmacoldgico anti-anginoso regular.

Desde el punto de vista clinico, el MOLS ofrece las ventajas de su presentacion
farmacéutica, que puede ser en tabletas de 2, 4, 8 y 16 mg, ademas de la solucion
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inyectable (2 mg/ml), lo que le confiere una cémoda y superior gama de posibilidades para
su administracion, sin limitarse exclusivamente a la inhalacibn o a la aplicacion
intravenosa (http://drugs-about.com). El efecto a largo plazo de MOLS fue evaluado en
voluntarios sanos, en los que la formulacion de 16 mg una vez al dia, gener6 una
concentracion plasmatica de MOLS de 10 pg/L hasta por 24 horas (Herchuelz y cols.,
2004).

Dado que su estructura quimica difiere de los nitratos organicos, MOLS no genera
tolerancia ni disfuncidon endotelial de las arterias coronarias, ademas carece de efectos
secundarios como cefalea. Tampoco provoca procesos aterogénicos como otros
donadores (Figura 4), por lo que su uso como un tratamiento a largo plazo est4 indicado
para personas ancianas, sin que disminuya su eficacia (Schade y cols. 2010; Noack y

Feelisch, 1989).

N C N—C— EtO

FIGURA 4. Estructura guimica del molsidomine (N-[etoxicarbonil]-3-[4-
morfolinosidnonimina). Tomado de Ignharro y cols., 2002.

1.9 PARTICIPACION DEL OXIDO NIiTRICO EN LA COGNICION
El NO es un mensajero retrogrado, cuya accién esta relacionada con la liberacién pre
singptica de GLU, a través de la activacion de la enzima GC y como modulador en

mecanismos de plasticidad sindptica como la potenciacién hipocampal a largo plazo (LTP)
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(Doyle y cols., 1996; O'Dell y cols., 1991) y directamente sobre el desarrollo cognitivo (Da
Cunha y cols., 2005; Prast y Philipu, 2001; Moncada y cols, 1991). La intervencion del NO
en procesos cognitivos esta ampliamente demostrada, ya que estd reportado que la
administracion sistémica de compuestos que bloguean a la NOS, como la N“-nitro-L-
arginina metil éster y el 7-nitroindazol (7NI), inhiben el aprendizaje (Kaplan y Miller, 2000;
Meyer y cols., 1998; Fin y cols., 1995). Mientras que la administracion de compuestos
donadores del NO como el MOLS, incrementa este parametro cognitivo en pruebas de
memoria de referencia y de memoria espacial en ratas viejas, MOLS también favorece la
adquisicion en los paradigmas de evitacién pasiva tanto en aves como en ratas, asi como
la recuperacion de la memoria olfatoria en pruebas de reconocimiento social en roedores
y la respuesta condicionada de parpadeo en conejos (Majlessi y cols., 2008). Por otro
lado, la infusion del 7NI en el giro dentado del HC en ratas, ocasiona alteraciones del
aprendizaje en la prueba de evitacion inhibitoria, mientras que la administracién exégena
de MOLS, incrementa el desempefio en la prueba de retenciéon de este mismo paradigma
asi como en pruebas de memoria de reconocimiento (Van Donkelaar, 2008; Prickaerts y

cols., 2004; Pitsikas y cols., 2001, 2002, 2005; O'Dell y cols., 1991).

1.10 SENALIZACION POR NO: SOBREVIVENCIA NEURONAL

Uno de los efectos biolégicos del NO se asocia con plasticidad neuronal y también con la
sobrevivencia celular. Las vias de sefalizacion activadas por NO son complejas e
involucran diversos NT, sin embargo, debido a la estrecha relacion que existe entre el NO
y el GLU a través de su receptor NMDA, la activacién glutamatérgica derivada de la
estimulacion sensorial, el aprendizaje o el incremento de la actividad neuronal, causa la
sintesis de NO y la activacion del segundo mensajero guanosin monofosfato ciclico
(GMPc). Por su parte, la activacion de la GC y el incremento de los niveles del GMPc en
el HC y la neocorteza, promueven la expresion de neurotrofinas (NTF) como el factor
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neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento neuronal (NGF), que
son factores antiapoptoéticos y que también participan en la regeneracion celular. Un
efecto derivado de la produccion de NTF promovida por NO; como lo demostraron Chen 'y
Russo-Neustadt (2007) es, que la aplicacion de norepinefrina en cultivos de neuronas
hipocampales, incrementa la expresién de BDNF y estimula la sefial de sobrevivencia por
la cinasa 3’de fosfatidilinositol (PIsK). Por su parte, el NGF también promueve la
sobrevivencia neuronal a través de PI;K. Como lo demostraron Shimoke y cols. (2005) en
estudios de viabilidad celular in vitro, la aplicacion de tapsigargina + un inhibidor de PI3K
alter6 el balance del Ca®" en el reticulo endoplasmico (REND) y ocasion6 muerte celular
por apoptosis en células PC12.

Por si mismo el NO ejerce efectos antiapoptéticos, a continuacibn se mencionan tres
evidencias del papel del NO en la sobrevivencia celular:

1. Estd demostrado que la S-nitrosilacion de los tioles derivados de residuos de
cisteina inhiben la activacion de las caspasas 1, 3, 9 y la liberacion de Bax (Guix y cols.,
2005; Thippeswamy, y cols., 2001).

2. En concentraciones fisioldgicas, el NO inhibe la formacion del poro de transicién
de permeabilidad mitocondrial (Brookes y cols., 2000).

3. Esta descrito que NO induce la expresion de genes citoprotectores como el de la
proteina de choque térmico 70 (HSP70), que inhibe la dimerizacion de Apaf-1 previniendo

de este modo la formacion del apoptosoma (Beere y cols., 2000).

1.11 RELACION ENTRE LOS SISTEMAS COLINERGICO Y NITRERGICO

La ESC es ampliamente utilizada como una herramienta farmacologica para el estudio y
desarrollo de tratamientos protectores contra el déficit cognitivo (Spowart-Manning y cols.,
2004). Aunque la estrecha asociacion entre el NO y el sistema colinérgico se conoce
previamente (Kilbinger, 1996; Kopf y Baratti, 1996; Prast y Philippu, 1992), la proteccion
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del MOLS contra del déficit cognitivo inducido por la ESC, sugiere la participacion del NO
en la regulacion colinérgica asociada al déficit cognitivo (Pitsikas y cols., 2002, 2001).
Algunas evidencias experimentales que demuestran la asociacion entre el NO y la ACh,
se relacionan con modificaciones bioquimicas y funcionales en la CX e HC debidas a la
denervacion colinérgica ocasionada por la SAP. Entre estas alteraciones se encuentran:
la disminucién del flujo sanguineo cerebral y por lo tanto de la perfusion cortical asociada
a NO; asi como la reduccion de la actividad catalitica y de union a sustrato de la nNOS
(Sato y Uchida, 2004; Hartlage-Rubsamen y Schliebs, 2001; He y cols., 2001). La
inhibicion de la sintesis de NO asociada a hipofuncion colinérgica también disminuye la
liberacién de ACh y GLU; por lo que la participacion del HC en procesos cognitivos esta
modulada por la correlacion entre la transmision colinérgica, glutamatérgica y nitrérgica
(Kenney y Gould, 2008; Hopper y Garthwaite, 2006; Driscoll y cols., 2003).

En estudios llevados a cabo para evaluar el efecto modulador del MOLS sobre la
hiperactividad en roedores tratados con ESC, se demostr6 que este donador de NO
carece de efecto sobre la actividad motora pues no revierte la hiperactividad; sin embargo
favorece el desemperio de los animales en la PRO (Mattson y cols., 2002; Pitsikas y cols.,
2001; Magorzata y Przegalifiski, 1998). Esta ampliamente documentado que las
alteraciones de la funcionalidad colinérgica en roedores se asocian con un desempefio
deficiente de los animales en pruebas cognitivas hipocampales, como lo es el paradigma
de la evitacion pasiva (Lorenzini y cols., 1996). Con base en lo anterior, la administracion
de compuestos como la fisostigmina (inhibidor de la AChE) y la oxotremorina (agonista
muscarinico) promueven la recuperacion del deterioro cognitivo ocasionado por la
inyeccion de L-NAME en la region CA1 del giro dentado, lo cual igualmente demuestra la
relacion funcional entre el NO y la transmision colinérgica (Harooni y cols., 2009).

Es importante mencionar que la funcién de las células colinérgicas del CBA esta asociada

a la regulacién en la produccion de NO y ACh por NGF, pues se sabe que NGF promueve
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la expresion y activacion de la ChAT en neuronas que expresan NOS (Klein y cols., 1999;
Sugaya y cols., 1998; Holtzman y cols., 1994).

En relacién con la sefalizacion via el TrkA-R, otra evidencia experimental que manifiesta
la relacion del sistema nitrérgico con el sistema colinérgico, se deriva de los ensayos de
Sobreviela, y cols. (1998), quienes demostraron mediante inmunohistoquimica de
fluorescencia, que las neuronas que expresan la isoforma nNOS en el CBF también co-
expresan al receptor TrKA, el cual participa en la via de sefalizacion de células
colinérgicas como se mencionod anteriormente. La plasticidad neuronal asociada al NGF
puede disminuir por alteraciones en la transmision colinérgica proveniente del CBA, lo que
ocasiona déficits en el desemperio de pruebas cognitivas en roedores (Domek-Lopacinska
y cols., 2005; Henderson y cols., 1996).

Un evento asociado a hipofuncionalidad colinérgica generada por la administracion de la
SAP en el CBA, se relaciona con la disminucién en la expresion del receptor de alta
afinidad para el NGF, TrkA-R en nucleos colinérgicos como el SM. Alberch y cols. (1991)
demostraron por primera vez que el tratamiento crénico con el antagonista muscarinico
ESC (s.c.) en ratas, disminuy6 en 50-90% la densidad del TrkA-R enla CXy en el HC, e
incrementd el MRNA y los niveles del NGF en estas regiones blanco.

La alteracion de la sefializacion inducida por NGF debida a la disminucion del mRNA del
TrkA-R, es uno de los aspectos patoldgicos que se presenta en el deterioro cognitivo
moderado y que precede al establecimiento de los procesos demenciales, como la
enfermedad de Alzheimer. Se sabe que en humanos, la disminucién de TrkA-R cortical se
asocia con el desempefio deficiente en pruebas destinadas a evaluar el estado cognitivo
de los pacientes (Mini-Mental State Exam y Global Cognitive Score) (Mufson y cols.,

2007).
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de estrategias farmacolégicas dirigidas a la recuperacion del déficit cognitivo
en modelos experimentales representativos de los mecanismos involucrados en la
demencia, podrian facilitar el desarrollo de terapias para combatir los problemas
demenciales en humanos. Por lo que el presente estudio analizara el efecto protector del
molsidomine sobre el deterioro cognitivo generado a través del modelo experimental con

la SAP-IgG 192 en ratas.

3. RELEVANCIA E IMPACTO DE LA INVESTIGACION

Actualmente se carece de tratamientos que controlen de manera efectiva el deterioro
cognitivo sin provocar efectos secundarios. Al respecto, existen reportes que muestran
gue el tratamiento con MOLS en ratas, de manera contraria al uso de otros donadores de
NO como el s-nitroso-N-acetil penicilamina y el nitroprusiato de sodio, no genera efectos
secundarios adversos y promueve la actividad GABAérgica asi como la liberacién de ACh
en regiones del cerebro como el hipocampo y el estriado. Aunado a lo anterior, la
administracion de MOLS ha demostrado efectividad en la recuperacion del déficit
cognitivo inducido por inhibidores de la NOS, como la N, -nitro-L-arginina y el 3-bromo-7-
nitroindazol y en antagonizar el déficit cognitivo inducido por ESC. Estos antecedentes
sugieren que el MOLS es un posible candidato como tratamiento efectivo, que promueva
el rescate del déficit cognitivo asociado a la demencia en seres humanos, ya que el NO
podria favorecer la actividad de las neuronas colinérgicas, modulando asi la memoria y el

aprendizaje.
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4. HIPOTESIS

Si la administracion del molsidomine en ratas adultas es capaz de regular la funcionalidad
colinérgica y de esta manera facilitar los procesos asociados a la cognicion, entonces su
administracién en aquellos animales a los que se les induzca déficit cognitivo con la SAP-

lgG 192, favorecera un mejor desempenio en diferentes pruebas cognitivas.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar si el efecto del molsidomine en la recuperacién de la funcionalidad colinérgica en

el modelo inducido con la SAP 1gG-192, involucra una modulacion del sistema nitrérgico.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del molsidomine sobre las alteraciones motoras asociadas a la
administracion de la SAP 1gG-192 en ratas.

2. Evaluar, mediante el desarrollo de pruebas cognitivas, el efecto del molsidomine
en el rescate del déficit cognitivo de los animales expuestos a la SAP IgG-192.

3. Analizar histolégicamente si el molsidomine evita el dafio neuronal y la
neurodegeneracion inducidos por la SAP IgG-192.

4. Evaluar el efecto del molsidomine sobre los cambios de la poblacion colinérgica
septal inducidos por SAP IgG-192.

5. Determinar la participacion del molsidomine en la modulacion del sistema

nitrérgico.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250-300 g de peso, provenientes del
bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Los
animales tuvieron libre acceso a agua y comida y se mantuvieron en un ciclo
luz/oscuridad (12/12 hrs).

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio

de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999.

6.2 GENERACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE DANO COLINERGICO CON

SAP

Para el desarrollo del modelo de deterioro cognitivo inducido con SAP 1gG-192 (SAP), las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (40 mg/kg i.p.). Posteriormente se
llevé a cabo una microinyeccion en el SM de 1 pl de SAP 1gG-192 (Chemicon
Internacional, Temecula CA) (0.2 pg/ul diluida en su vehiculo PBS 0.1M pH 7.4), a una
velocidad de 0.25 pl/min, permitiendo su difusion durante 3 minutos. Se utilizd un aparato
estereotéxico (Stoelting CO 620 Wheat Lane Woodale lllinois USA) asociado a un sistema
de inyeccién automatizado (Dolan Jenner Industries; MI-150). Para la microinyeccién se
empled una microjeringa de 10 pl (Hamilton Company; Reno, Nevada) y se utilizaron las
siguientes coordenadas estereotaxicas: anteroposterior +0.6 mm, lateral 0.0 mm y ventral
-7.0 mm con respecto a Bregma (Paxinos y Watson, 2005). Para evitar infecciones

después de la cirugia, a cada rata se le administr6 100 pl de gentamicina (Laboratorios

29



PISA, México) por via intramuscular y posteriormente fueron colocadas en un espacio con

temperatura controlada para su recuperacion.

Para generar el grupo control de la lesién, se formé un grupo de ratas a las que se
microinyecto en el SM con 1 pl de solucion amortiguadora de fosfatos PBS 0.1 M pH 7.4,
vehiculo de la SAP.

Se formaron grupos experimentales de acuerdo a los tratamientos de administracion
intraseptal de SAP y su vehiculo PBS y a la administracion intraperitoneal del

molsidomine (MOLS) y su vehiculo SSI, como lo indica el cuadro I.

Cuadro I. Resumen de los grupos formados de acuerdo a los tratamientos administrados

en el modelo de denervacion colinérgica.

Administracion Intraseptal
Administracion i.p. PBS (0.1 M) SAP 1gG-192 (0.2 pg/ul)
SSI GRUPO | GRUPO I
Molsidomine (4 mg/kg) GRUPO 1l GRUPO IV

SSI= solucién salina isotonica; PBS= solucién salina de fosfatos; i.p.= via intraperitoneal.

Finalmente, las ratas fueron colocadas en cajas en grupos de 5 6 6 permitiendo libre

acceso al alimento y agua durante 7 dias posteriores al tratamiento.
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6.3 TRATAMIENTO CON MOLS

El tratamiento con el MOLS [N-[etoxicarbonil]-3-[4-morfolinosidnonimina] (Sigma-Aldrich,

México) en dosis Unica (4 mg/kg, i.p.), se administré 7 dias posteriores a la micro

inyeccion de SAP o PBS (0.1 M) y 60 minutos previos a la valoracion de la actividad

locomotriz 'y de realizar las pruebas cognitivas, bioquimicas, histologicas e
inmunohistoquimicas.
6.4 DISENO EXPERIMENTAL
SAPis. PBS i.s.
(0.22 g en (1 pl de PBS
1yl de PBS) 0.1 M, pH 7.4)
LESION
7d post
cirugia
i
MOLSIDOMINE i.p. | NaCl 0.9% i.p.
ESC s.c.
(4 mg/kg)
(0.5 mg/kg)
i 60 min

l

l

l

PRUEBAS COGNITIVAS Y
MOTORAS:

Actividad locomotriz
Reconocimiento de objetos

Tincién de Nissl
Inmunohistoquimica (ChAT)

ANALISIS HISTOLOGICO:

Actividad delacNOS
Expresionde eNOSynNOS
Analisis NO*

ANALISIS BIOQUIMICO:
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6.5 VALORACION DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

Para descartar alteraciones motoras asociadas a la administracion de la SAP o el MOLS,
se llevd a cabo la valoracion de la actividad locomotriz de las ratas, mediante un sistema
automatizado (para evaluar el movimiento de los animales) (Opto-Varimex-Minor;
Columbus Instruments; Ohio), acoplado a un sistema detector de fotoceldas que emiten
rayos infrarrojos. El sistema cuantifica el nimero de veces que el animal interrumpe el
trayecto de los cuadrantes que los rayos conforman, debido a su actividad motora; a
través de la evaluacion de la actividad horizontal, vertical y ambulatoria. Esthd ampliamente
demostrado que la administracion del amnésico escopolamina (ESC) incrementa la
actividad locomotriz en roedores. Por lo que, con la finalidad de contar con un control
positivo de hiperactividad (Li y Quock, 2002; Pitsikas y cols., 2002; Pitsikas y cols., 2001;
Lamprea y cols.,2000) a un grupo de ratas se le administr6 ESC (Hidrobromuro de
Escopolamina: 0.5 mg/kg, s.c.) (Sigma-Aldrich, México). Posteriormente estos animales
fueron inyectados con NaCl (0.9%; i.p.) 60 minutos antes de la valoracion de su actividad
locomotriz.

La actividad locomotriz de los animales experimentales y controles fue evaluada durante 5
dias consecutivos a partir de las 9:00 hasta las 14:30 horas, permitiendo la habituacion de
las ratas al cuarto de conducta, 20 horas previas a su evaluacién. Posteriormente cada
uno de los animales de los diferentes grupos experimentales fueron colocados
individualmente dentro de la caja de acrilico con la que cuenta el equipo, permitiendo su
habituacion durante 30 minutos; después de los cuales, fueron registradas las cuentas de

actividad locomotriz por 10 minutos.
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6.6 PRUEBA COGNITIVA

La funcionalidad cognitiva de los animales tratados se evalu6 a través de la prueba de
memoria de reconocimiento de objetos (PRO). Previo a la realizacion del ensayo los
animales fueron sometidos a un periodo de habituacion durante tres dias consecutivos; en
los cuales se colocd uno de los objetos que se utilizarian durante la prueba, en la parte
central de una caja de acrilico opaca (80 X 80 X 60 cm) y se permitio la exploracién de la
caja y el objeto de manera individual durante 5 minutos (Sahagén, 2010). Al cuarto dia se
realiz6 la prueba experimental, la cual se llevdé a cabo en dos etapas: en la fase de
muestra se colocé individualmente cada animal dentro de la caja que contenia 2 objetos
idénticos; se permitié la exploracion de ambos objetos por los animales durante 3 minutos.
Posteriormente, las ratas se devolvieron a sus cajas vivienda y se aplicd un intervalo
interprueba de 15 minutos. En la fase de eleccién, cada rata fue colocada nuevamente en
la caja de acrilico la cual contenia 2 objetos: uno conocido y otro novedoso. De nuevo se
permitié la exploraciéon de los objetos durante 3 min y se registré el tiempo de exploracion
para cada uno de ellos (Apéndice 2). Se cuantifico el tiempo que las ratas dedicaron a la
exploracion del objeto previamente mostrado en la etapa de muestra y el objeto
novedoso. Se registrO el tiempo de exploracion para cada uno de los grupos
experimentales y control, se obtuvo un indice de discriminacion (D) a través de la férmula:
D= N-F/N+F, donde N: objeto novedoso y F: objeto familiar (Ennaceur y cols., 2010, 2005;

Dudchenko, 2004).
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6.7 EVALUACION DEL SISTEMA COLINERGICO MEDIO SEPTAL POSTERIOR A LA

ADMINISTRACION DE SAP Y MOLS

6.7.1 TECNICAS HISTOLOGICAS: Las técnicas histologicas que se realizaron en el
presente trabajo fueron: Tincion de Nissl y una técnica inmunohistoquimica para detectar a

la colina acetil transferasa (ChAT) en el sitio de lesion.

La obtencion de los cortes coronales de SM tanto de los animales controles como de los
animales experimentales: se llevdé a cabo bajo condiciones de anestesia, cada rata se
perfundié por via intracardiaca con 250 ml de una solucion de paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 2% en solucion amortiguadora de fosfatos (PB; 0.2 M, pH 7.2-7.4);
previamente a la perfusion con la solucion fijadora, se llevé a cabo un proceso de lavado con
250 ml de PBS 0.1 M (pH 7.2-7.4). Se extrajeron los cerebros y posteriormente se colocaron
en la misma solucién fijadora durante 24 hrs a temperatura ambiente, llevandose a cabo dos
ciclos de lavado de 30 min cada uno con PB 0.2 M (pH 7.2-7.4) y se guardaron en solucién
amortiguadora de fosfatos salina a 4°C hasta su inclusion en bloques de parafina. Mediante
un micrétomo Leica RM2125RT (Leica Mycrosystems Nussioch GmbH, Alemania) se
obtuvieron secciones coronales de 7 pm, colocando cada tercer corte por triplicado en
portaobjetos silanizados con el fin de incluir tres regiones del SM de acuerdo con las
coordenadas anteroposteriores: +0.8, +0.6 y +0.36 respecto a Bregma (Paxinos y Watson,
2005) y se guardaron a temperatura ambiente. Un grupo de laminillas se destiné para la
técnica histolégica de Nissl y otro grupo para la inmunotincion contra la ChAT. Para ambas
técnicas se obtuvieron microfotografias (40X) de la regién del SM mediante una camara
acoplada al microscopio éptico (Olympus) y se realizé un conteo celular utilizando analizador

de imégenes (Image PRO-plus, MediaCybernetics, USA).
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6.7.2 EVALUACION MORFOLOGICA DE LAS CELULAS SEPTALES MEDIANTE LA

TECNICA HISTOLOGICA DE NISSL

Este andlisis se llevd a cabo para detectar el efecto del NO sobre las alteraciones
morfologicas y los cambios en la poblacion de neuronas septales producidos por la
inyeccion de la SAP.

Los cortes coronales de SM destinados al andlisis histologico se desparafinaron
incubando las laminillas correspondientes, en una estufa a 50°C durante toda la noche.
Antes de la tincién, se llevé a cabo la hidratacion gradual de las secciones de SM
colocando los portaobjetos en una solucion de xilol absoluto (2 cambios) y posteriormente
en alcoholes (100°, 96°, 80° y 70°) durante 3 minutos. Finalmente, los cortes se lavaron
con agua destilada. Los portaobjetos con las secciones de SM se colocaron en una
solucion del colorante violeta de cresilo 0.1% por 10 minutos a 60°C (Rios y col., 2009;
Gridley, 1953). Posterior a este tiempo, se lavaron en agua destilada y se deshidrataron
en alcoholes graduales hasta colocar las laminillas en xilol absoluto, previo al montaje de
los cortes con resina (Entellan) para su evaluacion microscépica. Finalmente se
cuantificaron las células septales sin alteraciones morfoldgicas presentes en todas las

microfotografias de los grupos SAP, MOLS, SAP+MOLS vy control (PBS).

6.7.3 INMUNODETECCION DE LA TRANSFERASA DE ACETIL COLINA (ChAT)

Con el fin de evaluar la integridad de las neuronas colinérgicas, a travées de la expresion de
la ChAT como marcador del déficit colinérgico asociado a la inyeccion intraseptal de la
SAP; se llevé a cabo el montaje de un método inmunohistoquimico para determinar los
cambios en la densidad poblacional de las células positivas a ChAT en el SM de los

animales expuestos a los diferentes tratamientos.
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Previo a la inmunotincion, los cortes se desparafinaron, incubando los portaobjetos en una
estufa a 50°C durante toda la noche. Una vez transcurrido este tiempo, se llevo a cabo un
proceso de hidratacion gradual colocando las laminillas en una solucién de xilol absoluto y
posteriormente en alcoholes (100°-70°) hasta la hidratacion total de las secciones. Para la
recuperacion del antigeno se colocaron los cortes en una solucion de citrato de sodio
(0.01 M pH 6.0) durante 30 minutos a 100°C y se lavaron con agua destilada para su
posterior incubaciéon con una solucion de H,O, al 3% en metanol. Esto se llevé a cabo
para eliminar la actividad de peroxidasas endodgenas. Previo a la incubacion con el
anticuerpo primario correspondiente, los cortes se colocaron en una solucion
amortiguadora Tris salina/Tween (TBST) 0.05 M (pH 7.4) y se incubaron protegidos de la
luz durante toda la noche a 4°C, con la solucién del anticuerpo primario contra la ChAT,
diluido 1:100 (Chemicon Internacional, Temecula, CA) en una soluciébn amortiguadora de
TBST. Después de lavar con TBST, las secciones se incubaron con una solucién de
anticuerpo secundario biotinilado (Dako, Carpinteria CA) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se llevo a cabo la deteccién con estreptavidina
(Dako, Carpinteria CA) y el revelado (5 segundos) utilizando una solucién de
diaminobenzidina (Dako, Carpinteria CA). Finalmente, los cortes se lavaron con agua
destilada, se contratifieron con hematoxilina, se montaron para la obtencion de las
imagenes fotograficas y se realizé un conteo de las células positivas a ChAT. Como
control de la técnica se utilizé un anticuerpo primario contra la proteina fibrilar glial acidica,
diluido 1:300 (GFAP; Dako Als, Dinamarca) y como control negativo se utilizaron cortes de
SM e hipocampo, los cuales no estuvieron en contacto con el anticuerpo primario

correspondiente.
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6.8 EVALUACION DEL SISTEMA NITRERGICO EN DIFERENTES REGIONES

CEREBRALES POSTERIOR A LA ADMINISTRACION DE SAP Y MOLS
6.8.1 ACTIVIDAD DE LA SINTASA DEL OXIDO NITRICO (NOS)

La participacion del NO en la modulacién del sistema nitrérgico en la terminal sinéptica,
fue evaluada indirectamente mediante la técnica descrita por Bredt y Synder (1990) y
modificada por Pérez-Severiano para tejido cerebral (2008). La técnica mide la actividad
de la NOS evaluando la conversion estequiométrica de la L-arginina a L-citrulina mas NO.
El hipocampo (HC), la corteza prefrontal (CX) y el cuerpo estriado (ST) de los animales
sometidos a los diferentes tratamientos experimentales, fueron disecados sobre hielo y
colocados en un criotubo que fue depositado en nitrégeno liquido. Posteriormente todas
las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

Para la medicion de la actividad de NOS cada tejido fue homogenizado en un volumen de
250 pl de una mezcla de inhibidores de proteasas disueltos en una solucion reguladora, la
cual contenia: 50 mM de Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1nM B-
mercaptoetanol a pH de 7.5. La solucién final de inhibidores fue preparada obteniendo las
siguientes concentraciones finales 100 mM de leupeptin, 1 mM de fluoruro de fenil-metil-
sulfonilo (PMSF) a partir de un stock de 100 mM disuelto en etanol, 2 mg/ml de aprotinina,
10 mg/ml de inhibidor de soya tripsina (SBTI) y 0.1 % (v/v) de noninet-40. Posteriormente
cada muestra con un contenido de 500 pg de proteina, fue incubada durante 30 minutos a
37°C en presencia de los siguientes cofactores (todos a concentraciones finales en un
volumen maximo de reaccion de 100 pl): 1 mM NADPH, 100 nM de calmodulina, 30 uM
de tetrahidrobiopterina y 2.5 mM CaCl,. La mezcla de reaccién también contenia 10 uM
L-arginina-HCl y 0.2 uCi de [*H]-L-arginina (Amersham, aproximadamente 66 Ci/mmol).
Los volumenes finales de cada reaccidon fueron ajustados a 100 ul con una solucién

reguladora. Transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccion fue detenida adicionando 1
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ml de una solucién amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM HEPES,
pH=5.5). La mezcla de reaccion (volumen final de 1.1 ml), fue transferida a una columna
conteniendo 2.5 ml de resina de intercambio iénico (Dowex-50W), la cual fue capaz de
retener a la L-arginina marcada y permitio que la L-citrulina fluyera a través de la columna,;
posteriormente, a cada eluyente de la mezcla de reaccion se le adicioné 5 ml de liquido
de centelleo Aquasol-2 (New England Nuclear) para su cuantificacion en un contador de
centelleo (Beckman LS6500). Para evaluar la actividad de la iINOS, las muestras se
incubaron en presencia de EGTA (0.1 mM) y sin CaCl,. La actividad enzimética se
expres6 como [*H]-L-citrulina/500 pg de proteina/30 minutos. La cuantificacion de

proteinas se llevo a cabo por el método de Lowry, a una longitud de onda de 550 nm.

6.8.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE LA NOS

CONSTITUTIVA (nNOS y eNOS)

Se llevd a cabo un ensayo de Western blot con las mismas muestras homogenadas de
CX, ST e HC utilizadas en el andlisis de la actividad de NOS. Con la finalidad de analizar
la expresion de eNOS y nNOS se utilizaron los volimenes necesarios para una cantidad
estandarizada de 30 pg de proteinas, los cuales se depositaron en un gel de Tris/glicina-
sulfato de dodecil de sodio-poliacrilamida al 10% para su separacion. Posterior a la
electroforesis, se llevo a cabo la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF
(polyvinylidene fluoride membrane, Amersham Biosciences, UK). Cada membrana se
bloqued con una solucion de TBS/leche descremada al 5% y Tween al 0.05%, durante
una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron a 4°C durante toda la
noche, con la solucién correspondiente de los anticuerpos hechos en ratén (monoclonal) y
conejo (policlonal) dirigidos contra la nNOS y eNOS respectivamente (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), ambos a una dilucion final de 1:300. Como control
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de carga se utilizd un anticuerpo monoclonal hecho en raton contra la p-actina. La
membrana se lavé e incubo con el correspondiente anticuerpo secundario contra conejo y
raton (Zymed) a una dilucién de 1:3000 para la deteccion de eNOS y 1:1000 para la
nNNOS, en una solucién de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente,
se llevaron a cabo tres lavados mas. Las bandas de interés se revelaron con un sistema
de deteccion ECL (Perkin Elmer Inc, Waltham MA, USA). Cada banda se digitalizé usando
el sistema BioDoc-It (UVP, CA, USA) y se llevd a cabo un andlisis densitométrico usando
el programa Lab Works™ 4.0 Image Acquisition and Analysis Sofware (UVP, CA, USA).
Los resultados se expresaron como el porcentaje de densidad 6ptica normalizado con la

expresion de (3 actina.

6.8.3 EVALUACION DE LOS METABOLITOS DEL NO: NO,-

Con la finalidad de determinar el estado nitrérgico en diferentes regiones cerebrales, se llevo
a cabo la evaluacion de nitritos (NO;) por el método descrito por Miranda y cols. (2001) y
modificado por Tenorio y cols. (2005). Los animales, expuestos a las diferentes condiciones
experimentales se sacrificaron por decapitacion y se obtuvieron las regiones cerebrales: CX,
ST e HC, las cuales se conservaron a -70°C hasta su procesamiento. Posteriormente las
muestras se homogenizaron con una solucion amortiguadora y se centrifugaron a 16000 g
por 10 minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron 20 pl de la muestra a los que se
afiadieron 100 pl de una solucién de cloruro de vanadio (Ill) al 8% en &cido fosférico 1 M
(Sigma-Aldrich, St Louis MO), 50 pl de sulfanilamida 2% en é&cido fosférico al 5% y 50 pl de
diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina 0.2% en agua destilada (Sigma-Aldrich, St Louis
MO) y se incubaron por 45 min a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 3 ml de

agua destilada a cada tubo de reaccién. Los nitritos presentes en las muestras se
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cuantificaron mediante un espectrofotometro de doble haz a 540 nm (modelo DW-2000,
SLM-Aminco, USA) (Miranda y cols., 2001).

La cuantificaciébn de los NO, como se explica en el siguiente esquema, se llevd a cabo
mediante la reaccion colorimétrica de Griess, modificada por Tenorio y cols., (2005). Esta
reaccion involucra la reduccion de los nitratos (NO3) de la muestra a NO, por el vanadio (V)
y la formacién de un croméforo a partir de la diazoacién de la sulfanilamida con acido
nitroso, seguido del acoplamiento con una amina biciclica.

NH2

N
- NH
NO -- --NOs3
1
r NH2
1 | - T~
NHz | 1 N=—N NH
| 1
| 1
v ¥
NOz2—
2 + N
H+ Il
N
S0:2NH:2 S0:2NH:2 N-(1-Naftil)-

etilendiamina

Sulfanilamida Sal de diazonio

Producto de
diazonio
SO02NH2

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados como el promedio + el error estandar. Los datos
correspondientes a la actividad locomotriz de las ratas, asi como el conteo celular, la
actividad enzimética, la expresion y el indice de discriminacion fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se

utilizé el programa estadistico SPSS (version 17.0).
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto del molsidomine sobre las alteraciones motoras asociadas a la

administracion de la SAP IgG-192 en ratas (objetivo 1).

Con el proposito de analizar si la SAP y el MOLS ocasionan alteraciones motoras que
afecten el desempefio de los animales durante la prueba cognitiva, se decidié evaluar la
actividad locomotriz de los animales experimentales y controles. La evaluacion de la
actividad locomotriz de los animales experimentales se dividié para su andlisis en tres

componentes: actividad locomotriz horizontal, vertical y ambulatoria.

Actividad locomotriz horizontal: Este tipo de actividad se cuantifica por la interrupcion
de los rayos emitidos por 8 fotoceldas cuando un animal se desplaza de un sitio a otro.
Aunque los resultados obtenidos muestran un aumento aparente en el promedio de
cuentas horizontales de 511.38 + 104.5 y 421.31 + 66.83 en los animales que recibieron la
SAP y el MOLS respectivamente, en comparacion con el grupo control (PBS, 347.06 *
57.42), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla 1). El grupo
administrado con ESC, mostré incremento de la actividad estadisticamente significativo

(1198.62 + 113.5) respecto a los animales controles (Figura 5A).

Actividad locomotriz vertical: Esta prueba valora el nimero de ocasiones en que un
animal se levanta sobre sus miembros posteriores. La actividad locomotriz vertical se
encuentra asociada a la exploracion por lo que un namero elevado de cuentas verticales,
se traduce a un comportamiento irregular, ya que no suele ser una conducta recurrente
en condiciones normales. Las cuentas verticales realizadas por las ratas de los grupos
experimentales SAP, MOLS y SAP+MOLS mostraron valores promedio de 121.6 + 34.14,
83.4 + 19.72 y 60.7 + 18.67 respectivamente con relacion al grupo PBS: 63.4 + 13.61

(Tabla 1). Al comparar el nimero de cuentas verticales de estos grupos, no se

41



encontraron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, la administracion de
la ESC increment6 significativamente (409.7 + 63.16) la actividad locomotriz vertical de las

ratas tratadas con respecto a sus controles (Figura 5B).

Actividad locomotriz ambulatoria: Esta conducta define a los movimientos que realiza
un animal sin desplazarse e incluye movimientos de acicalamiento, sobresalto o
estereotipias. Los resultados obtenidos en los animales que recibieron la SAP, MOLS y la
combinacion SAP+MOLS no fueron estadisticamente diferentes del grupo control (142.1 +
27.51), a pesar de que los valores de su actividad ambulatoria fueron de 251.6 + 67.30,
201.4 £ 47.18 y 158.4 + 47.56, respectivamente (Tabla 1). Con respecto al niumero de
cuentas en los animales tratados con ESC, éste se incrementd 5 veces (760 = 97.94) en

comparacion con el grupo PBS (Figura 5C).

Tabla 1. Actividad locomotriz posterior a la
administracion de MOLS 6 SAP.

GRUPO ACTIVIDAD
HORIZONTAL VERTICAL AMBULATORIA
PBS 347.06+57.42 63.4+13.61 142.1+27.51
SAP 511.38+104.5 121.4+34.14 251.6+67.30
MOLS 421.31+66.83 83.4+19.72 201.4+47.18
SAP+MOLS 335.06+75.51 60.7+18.67 158.4+47.56
ESC *1198.62+113.5 *409.7+63.16 *760.2+97.94

* ANOVA post hoc Tukey, p<0.05 (vs grupo PBS)

Los resultados sugieren que la administracion intraseptal de la SAP no modifica la
actividad motora, por lo que la evaluacion del déficit cognitivo asociado al modelo

experimental es confiable. Por lo tanto, se considerd que las variaciones cognitivas que
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presenten los animales inyectados con SAP se originan por la alteracion del sistema
colinérgico y no por factores ajenos que pudieran afectar el desempefio motor de los
animales para la resolucion de la prueba cognitiva.

Debido a que el MOLS tampoco ocasion0 cambios en la actividad locomotriz, la
administracién de este farmaco se consideré confiable para evaluar el efecto del NO

sobre la recuperacion cognitiva de los animales inyectados con la SAP.

7.2 Evaluacion del efecto del molsidomine en el rescate del déficit cognitivo de los
animales expuestos a la SAP IgG-192 (objetivo 2).

Una vez que se demostrd que no existen cambios significativos de la actividad motora y la
inyeccion de la SAP, se evalud el desempefio cognitivo de los animales lesionados
mediante la PRO.

La administracién intraseptal de la SAP, 7 dias previos a la realizacion de la PRO,
disminuyé la exploracion del objeto novedoso con respecto al objeto familiar durante la
fase de eleccion de la prueba (Figura 6). Esto se verificd por que se obtuvo un menor
indice de discriminacion promedio (0.23 + 0.08) con respecto al grupo control (PBS: 0.69
+ 0.10). Estos resultados sugieren que la inmunotoxina SAP disminuyé la adquisicion. El
aspecto mas relevante de la prueba fue que la administracion del MOLS, 60 minutos
previos a la etapa de eleccion, incremento significativamente el indice de discriminacion
promedio en el grupo SAP+MOLS (0.77 £ 0.08), en comparacion con el grupo SAP (0.23
+ 0.08), lo que sugiere que el NO modero el déficit cognitivo causado por la inmunotoxina

y favorecio la recuperacion cognitiva al incrementar la memoria de reconocimiento.
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Figura 5. Actividad locomotriz total de los animales inyectados con SAP y su
control posterior a la administraciéon de MOLS. (A) Actividad locomotriz horizontal,
(B) vertical y (C) ambulatoria. Cada barra representa el promedio del nimero de
cuentas obtenido en 10 minutos * error estandar (n=13-16). *ANOVA p<0.05, post
hoc Tukey.
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FIGURA 6. indice de discriminacién del objeto novedoso posterior a la administracion de
SAP y MOLS. Las barras representan el indice promedio + error estandar. * ** ANOVA p<0.05
(n=7), post-hoc Tukey.

7.3 Evaluacion histologica del efecto del molsidomine sobre el dafio neuronal y la
neurodegeneracion inducidos por la SAP IgG-192 (objetivo 3).
Como se menciond en los antecedentes, uno de los eventos patolégicos asociados a la
administracion de la SAP en el SM, es la despoblacion celular en el sitio de lesion (Perry y
cols., 2001). Por lo anterior, es posible sugerir que el desempefio erréneo por parte de los
animales inyectados con la SAP, tenga correlacion con la disminucion de neuronas que
participan en la discriminacion del objeto novedoso. Con el fin de identificar las
alteraciones morfolégicas y los posibles cambios en la poblacion de neuronas del
septales, asociados a la inyeccidon de la inmunotoxina SAP, asi como para dilucidar si el
mecanismo efectuado por el NO, podria estar dirigido a evitar el dafio neuronal inducido
por SAP, se llevd a cabo la técnica histoldgica de Nissl en cortes coronales de SM (Figura
7.
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El analisis cualitativo derivado de la tinciébn con violeta de cresilo demostré6 que la
administracion de SAP disminuyd la poblacion de neuronas del septum en comparacion
con el grupo control (PBS, 126.0 £ 2.97; SAP, 63.79 £ 1.33) y con el grupo MOLS (143.7
5.10) (fig. 8A). La microfotografia representativa del grupo SAP, muestra varios cuerpos
celulares picnéticos (somas fusiformes, encogidos y condensados de color obscuro), con
nacleos pleomorficos (apenas visibles, deformados y algunos sin nucléolo evidente).
También se observan algunas células sin picnosis pero de menor volumen y aspecto
deformado. Estas alteraciones son mas evidentes a mayor aumento (Figura 8B). No se
observaron cambios de la densidad poblacional con respecto al grupo que recibié la
combinacion SAP+MOLS (53.19 % 0.58). La microfotografia del grupo SAP+MOLS
muestra cuerpos celulares alterados y similares a los presentes en el grupo SAP en co-
existencia con células que conservan su morfologia normal, la cual se aprecia mejor
preservada en este grupo que la que presentan las células aparentemente conservadas
del grupo SAP.

Al analizar la morfologia celular del grupo PBS y del grupo MOLS, se observaron células
con morfologia normal, con somas grandes en su mayoria redondos, en los que se
observa el nacleo y nucléolo bien definidos (Figuras 8A y B).

La disminucién celular del septum medial se comprobé al realizar un conteo celular. La
dosis administrada de SAP (0.22 ug/ul) causo la pérdida del 49% de neuronas septales y
MOLS no increment6 la densidad poblacional en el sitio de lesion, ya que la reduccion del
namero de células del grupo SAP+MOLS fue del 58%. Esta disminucion fue

estadisticamente significativa para ambos grupos comparado con el control (Figura 9).
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(B)

FIGURA 7. (A) Esquema que representa el sitio de lesion de acuerdo con el atlas de Paxinos
y Watson (2005). La ubicaciéon correcta del nivel del septum medial considerado para el
analisis histolégico e inmunohistoquimico se llevé a cabo en funcién del grosor y forma de
cuerpo calloso (CC), asi como de la forma de los ventriculos laterales (LV) y de las
comisuras anteriores (AC). (B) Microfotografia representativa del SM tefiido con violeta de
cresilo. Se muestra el arreglo de las neuronas septales que en conjunto definen una
estructura triangular, la cual esta delimitada por las lineas rojas discontinuas. En esta regién
se realiz6 el analisis cualitativo y el conteo celular derivados de la técnica histoldgica de
Nissl y de lainmunodetecciéon para la ChAT, en los cortes coronales correspondientes.
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FIGURA 8. (A) Microfotografias representativas del sitio de lesion en las que se muestran los
cambios en la poblacion de neuronas septales. Con las flechas discontinuas se sefialan los
somas de morfologia normal y con las flechas continuas aquellos con alteraciones
morfolégicas. La tincion histolégica de Nissl se llevd a cabo posterior a 7 dias de la
administracion de la SAP. Escala: 50 pm (20X). (B) Alteraciones morfolégicas de neuronas
septales asociadas a la administracion de SAP. Escala: 10 um (100X).
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FIGURA 9. Niamero de células vivas en el septum medial posterior a la administracion de
SAP 6 MOLS 'y el control PBS. * * ANOVA p<0.05 (n=3), post hoc Tukey.

7.4 Efecto del molsidomine sobre los cambios de la poblacion colinérgica septal
inducidos por SAP 1gG-192 (objetivo 4).

Para determinar si el MOLS tenia efecto en la recuperacion de la poblacién colinérgica, se
llevé a cabo la inmunodeteccion de la ChAT en cortes coronales de SM. La estimacion
cualitativa revel6 que la SAP (35.72 = 4.97) disminuy0 la densidad de células positivas
(somas de color café) en comparacién con el grupo PBS (60.02 + 7.66) y con el grupo
MOLS (60.11 + 9.87). Sin embargo, no se observaron cambios con respecto al grupo
SAP+MOLS (31.50 + 2.25) (Figura 10).

Estos resultados fueron congruentes con los resultados obtenidos del conteo de células
positivas a ChAT. De acuerdo con lo esperado, la SAP redujo el 41% de la poblacion

celular colinérgica del septum medial; sin embargo, MOLS no tuvo efecto
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estadisticamente significativo en la recuperacion poblacional, ya que el porcentaje de

reduccion celular en el grupo SAP+MOLS fue del 48% (Figura 11).
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FIGURA 10. Microfotografias representativas del inmunomarcaje contra la ChAT en el SM
para las diferentes condiciones experimentales. Escala: 100 pm (40X).
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FIGURA 11. Analisis cuantitativo de las células positivas a ChAT en los diferentes grupos
experimentales y el control. Las barras representan el promedio * error estandar de 3
experimentos independientes. * **p<0.05, ANOVA post hoc Tukey.

7.5 Participacion del molsidomine en la modulacion del sistema nitrérgico (objetivo
5).

Para determinar el efecto del MOLS sobre las alteraciones funcionales del sistema
nitrérgico asociadas al modelo de denervacion colinérgica inducido por SAP, se
analizaron diferentes pardmetros nitrérgicos en el HC. También se analizaron las regiones

de la CXy el ST, las cuales fueron utilizadas como region de referencia.

7.5.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA cNOS

La administracion de la SAP en el nucleo colinérgico del septum medial provocé la
disminucion significativa de la actividad enzimética en CX (123.9 £ 9.42) y en ST (231.2 £
9.26) en comparacion con el grupo control PBS (CX: 245.8 + 23.31; ST: 358.8 + 10.95).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo al que se
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administré solamente MOLS (CX: 239.5 + 7.39; ST: 355.5 + 27.96) y el control, en ambas
regiones (CX: 245.8 + 23.31; ST: 358.8 + 10.95). Contrario a lo esperado y a lo reportado
en la literatura, no se observé ningun efecto en el HC sobre la actividad enzimética,
relacionado con la inyeccion de la SAP (258.6 + 20.33) con respecto al grupo PBS (291.5
+17.77) (Figura 12).

El aspecto més importante de este andlisis se refiere a la recuperacion cortical y estriatal
de los niveles basales de actividad de la cNOS, posterior a la administracién de MOLS,
como se demuestra con los datos de la actividad enzimética del grupo SAP+MOLS (CX,
261.8 £ 27.9; ST, 358.2 + 31.47) en comparacion con los datos del grupo SAP (CX, 123.9
+9.42; ST, 231.2 + 9.26) (Figura 12). En el HC, la SAP no tuvo efecto sobre la actividad
de cNOS. El suministro exégeno de NO por el donador MOLS, incrementé la actividad
enzimética (384.5 + 9.18) con respecto al grupo PBS (291.5 + 17.77).

Es importante mencionar que el nivel de actividad de la iINOS (CX, 35.61+8.22; ST,
47.21+6.74; HC, 46.82+3.80) estuvo por debajo del nivel basal observado para el grupo
control de la cNOS (CX, 245.8 + 23.31; ST, 358.8 + 10.95; HC, 291.5 £ 17.77) y no se
encontraron diferencias entre los grupos SAP, MOLS y SAP+MOLS en las tres regiones

analizadas, en comparacion con sus correspondientes controles (Tablas 2-4).

Tabla 2. Actividad promedio de iNOS (n=7) en CX posterior ala administracion de SAP y

MOLS
GRUPO ng L-cit/500 pg prot/30 min
PBS 35.61+8.22
SAP 34.75+7.33
MOLS 42.89+7.59
SAP+MOLS 34.4646.57

52



Tabla 3. Actividad promedio de iINOS en ST (n=7) posterior a la administracién de SAP y

MOLS
GRUPO ng L-cit/500 pg prot/30 min
PBS 47.21+6.74
SAP 43.57+4.22
MOLS 44.61+1.65
SAP+MOLS 45.33+2.71

Tabla 4. Actividad promedio de iINOS en HC (n=7) posterior ala administracion de SAPy

MOLS
GRUPO ng L-cit/500 pg prot/30 min
PBS 46.82+3.80
SAP 41.33+3.29
MOLS 47.69+3.99
SAP+MOLS 48.3945.95
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FIGURA 12. Cambios en la actividad de la cNOS en: (A) corteza prefrontal, (B) cuerpo
estriado e (C) hipocampo. Las barras representan el promedio + error estandar. ANOVA * **
p<0.05 (n=7), post hoc Tukey.
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7.5.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA nNOS y eNOS

Este ensayo se llevd a cabo para determinar si la expresion de las isoformas endotelial y
neuronal de la NOS en conjunto, tenia una correlacion con la actividad de la cNOS.

Los resultados densitométricos demostraron que la administracion de SAP disminuy6
significativamente los niveles de la nNOS cortical (31.32 + 4.75) con respecto al control
PBS (75.64 + 10.35). Los datos correspondientes a la expresion del grupo SAP+MOLS
mostraron incremento en la expresion de la NNOS (48.35 + 6.40) con respecto al grupo al
que se administr6 SAP (31.32 + 4.75) y no fueron estadisticamente diferentes en
comparacion con el control (75.64 + 10.35) y con el grupo inyectado con MOLS (58.12 +
6.23) (Figura 13A). Sin embargo, en el ST y el HC no se observaron cambios aparentes y
estadisticamente significativos en la expresion de la nNOS en los grupos SAP (ST, 85.34
+9.29; HC, 49.50 + 14.56), MOLS (ST, 91.56 + 9.91; HC, 51.37 + 7.72) y SAP/MOLS (ST,
93.49 + 1.61; HC, 52.10 £ 13.52) con respecto al grupo PBS (ST, 90.21 + 5.65; HC, 44.58
+9.89) (Figuras 13B y C).

Por otra parte, la expresion de la eNOS tampoco revel6 cambios en los niveles de la
proteina para los diferentes grupos de tratamientos: SAP (CX, 39.65 + 11.65; ST, 41.11 +
11.36; HC, 59.36 = 21.72), MOLS (CX, 56.67 = 5.96; ST, 37.19 + 19.56; HC, 74.60 *
18.35), SAP/MOLS (CX, 48.59 + 11.47; ST, 56.18 + 8.67; HC, 90.90 + 27.38) en
comparacion con su grupo control para las tres regiones analizadas (CX, 66.60 + 10.49;

ST, 58.74 + 20.63; HC, 67.38 + 16.03) (Figura 14).
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FIGURA 13. Cambios regionales en la expresion de la sintasa de la nNOS después de la
administracion de SAP y MOLS. (A) CX, (B) ST, (C) HC. Cada columna representa el
porcentaje de densidad Optica promedio (%DO) + error estandar (n=5). En la parte superior
de cada grafica se muestran imagenes representativas obtenidas mediante Western blot.
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FIGURA 14. Cambios regionales de la expresion de la eNOS después de la administraciéon de
SAP y MOLS. (A) CX, (B) ST, (C) HC. Cada columna representa el porcentaje de densidad
Optica promedio (%DO) + error estandar (n=5). En la parte superior de la grafica se muestra
laimagen representativa de lainmunodeteccion por Western blot.
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7.5.3 EVALUACION DE METABOLITOS DEL NO: NO,-

Como se muestra en las siguientes tablas, la evaluacién de los NO,- no mostré
diferencias estadisticamente significativas de los niveles de nitritos entre los grupos
experimentales ni entre las regiones cerebrales analizadas. Estos resultados podrian
estar en correlacion con el tiempo y la administracion de una dosis Unica del MOLS

(Tablas 5-7).

Tabla 5. Determinacion de NO,- en CX

GRUPO pmol/mg
PBS 0.3140.06
SAP 0.2610.04

MOLS 0.27+0.06
SAP+MOLS 0.38+0.81

Los valores corresponden al promedio + error estandar de 8
experimentos independientes.

Tabla 6. Determinacion de NO,- en ST

GRUPO pmol/mg
PBS 0.15+0.03
SAP 0.17+0.03

MOLS 0.20+0.03
SAP+MOLS 0.32+0.07

Los valores corresponden al promedio + error estandar de 8
experimentos independientes.
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Tabla 7. Determinacion de NO,- en HC

GRUPO pmol/mg
PBS 0.11+0.04
SAP 0.0840.01

MOLS 0.11+0.02
SAP+MOLS 0.08+0.02

Los valores corresponden al promedio + error estandar de 8
experimentos independientes.



8. DISCUSION

En el presente trabajo se evaluaron los parametros celulares y bioquimicos, mediante los
cuales el MOLS promueve la recuperacion cognitiva en el modelo de denervacion
colinérgica asociada a la administracion de la SAP. Los resultados obtenidos en este
estudio, constituyen la primera evidencia experimental en este modelo, que demuestra el
efecto modulador del MOLS sobre el sistema nitrérgico cortical y su correlacion con el

aprendizaje y la memoria de reconocimiento.

8.1 Efecto del donador de NO MOLS sobre la recuperacion cognitiva en el modelo
experimental de denervacién colinérgica inducido por SAP.

8.1.1 Facilitacién del aprendizaje

Numerosas evidencias muestran la participacion del NO en la recuperacion de la memoria
de reconocimiento en roedores. La PRO es una prueba ampliamente utilizada para
evaluar el efecto del MOLS sobre el déficit cognitivo inducido por ESC. Esta prueba
permite evaluar algunos aspectos de la demencia de Alzheimer, como las alteraciones de
la memoria episddica en modelos animales, (Dere y cols., 2007; Pitsikas y cols., 2005;
2002; 2001). Basandonos en lo anterior, se consideré de interés evaluar a través de la
PRO, el efecto del NO sobre la recuperacion cognitiva en el modelo de denervacion
colinérgica inducido por SAP.

Los resultados obtenidos este estudio demuestran que la administracion de SAP,
disminuy6 la exploracién del objeto novedoso durante la fase de eleccion de la PRO,
posterior a un intervalo de retraso de 15 minutos, lo que se reflej6 en un menor indice de
discriminacion en comparacion con el control. El aspecto mas relevante de este andlisis
fue que MOLS inyectado 40 minutos previos a la realizacion de la etapa de muestra y 60
minutos antes de la eleccidén, permiti6 recuperar la memoria de reconocimiento e

incrementar la conducta exploratoria hacia el objeto novedoso.
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La informacion obtenida en este estudio podria explicarse con base a la accion de los
donadores de NO en la liberacion de ACh en diferentes regiones cerebrales. Es conocido
que el NO generado a través de compuestos donadores, favorece la adquisicion, el
almacenamiento, la recuperacion de la informacion del objeto familiar y la discriminacion
del objeto novedoso (Boulatakis y cols., 2010). Tomando en cuenta, que la disminucion de
la transmision colinérgica, posterior a la infusion de la SAP en nucleos colinérgicos del
CBA, tiene un efecto negativo en el mantenimiento de la memoria a corto plazo del objeto
explorado (Bermudez-Rattoni y cols., 2009; Sambeth y cols., 2007; Abe y cols., 2004) y
que el efecto de MOLS antes de la adquisicién es comparable con lo demostrado por
Boulatakis y cols., (2010), se podria considerar que el NO liberado por MOLS, activa la
liberacion de ACh en terminales sinépticas provenientes del SM, modulando asi el
aprendizaje y la consolidaciéon de la informacion referente al objeto explorado durante la
fase de muestra.

La discriminacion del objeto novedoso en la PRO, depende de la inervacion colinérgica
proveniente del CBA (Boulatakis y Pitsikas; Pichat, 2007; Kim y cols., 2003; Koylu y
cols., 2005). Prueba de ello son los hallazgos de los grupos de Pickaerts (2005) y Sambet
(2007), quienes demostraron que el incremento en la liberaciéon de la ACh a través del uso
de inhibidores de la esterasa de acetilcolina (AChE), como el metrifonato y el donepezilo,
administrados antes de la fase de muestra, aumentan la memoria de reconocimiento

posterior a un retraso de 24 horas.
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8.2 Efecto del NO en la recuperaciéon del dafo celular del septum medial inducido
por SAP.

8.2.1 Posibles mecanismos neuroprotectores del MOLS en el sitio de lesion (SM)

Dentro de las caracteristicas neuropatoldgicas demostradas en estudios post mortem de
pacientes con demencia de Alzheimer, se encuentra la degeneracién de las neuronas
colinérgicas del CBA (Quinlivan y cols., 2007). Acorde con estos hallazgos esta
demostrado que el efecto de la administracion intraventricular de dosis elevadas de la
SAP (5 pg/7 pl) o de su inyeccion en nucleos colinérgicos del CBA, esta asociado a la
pérdida celular en el sitio de lesion y la consecuente denervacion a las regiones blanco,
por lo que la disminucion de las neuronas septales depende de la dosis de inmunotoxina
administrada y se relaciona con déficits en diferentes pruebas cognitivas (Frechétte y
cols., 2009; 2008; Harrell, 2005; Marques-Pereira y cols., 2005; Gallani y cols., 2002;
Browne y cols., 2001; Ferreira y cols., 2001; Kolasa y Harrell, 2000; Leanza y cols., 1998).
En el presente trabajo, se consideré fundamental llevar a cabo la técnica histolégica de
Nissl en cortes coronales de SM, con la finalidad de identificar alteraciones morfologicas
y posibles cambios en la poblacién de neuronas septales, asociados a la inyeccion de la
inmunotoxina SAP. Asi como dilucidar si el efecto del NO podria estar orientado a evitar el
dafio neuronal inducido por SAP. Los resultados derivados del analisis histologico
mostraron de manera cualitativa, que las neuronas expuestas a SAP exhiben alteraciones
morfolégicas como son nucleos obscuros y encogimiento celular. Los cambios
morfolégicos observados, podrian estar asociados con la disminucién de la poblacion
celular (49%). Por lo que se comprobd la susceptibilidad de las células colinérgicas
septales a la inmunotoxina (Harrell y cols., 2005).

Respecto a la participacion del donador del NO (MOLS) en la sobrevivencia neuronal en
el sitio de lesion, se argumenta que MOLS evito la progresion del dafio celular en las

neuronas septales sobrevivientes. Por lo que es factible proponer que la dosis de SAP
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utilizada (0.22 pg/ul) ocasiona un dafo celular reversible y que el NO podria ejercer un
efecto protector en las células del SM.

En la literatura se reporta que el NO incrementa la expresion génica de elementos cito
protectores como proteinas de la familia Bcl-2, la proteina de choque térmico 70 (HSP70)
o la hemo oxigenasa (Kang y cols., 2004). Aunque es poco probable que la dosis Unica y
el tiempo de administracion del MOLS (60 minutos previos a la realizacion de los
ensayos), generen procesos transcripcionales, se podria sugerir que el NO liberado por el
donador MOLS genera modificaciones postraduccionales que evitan la muerte celular.
Estd demostrado que el NO producido por el donador S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina
(SNAP) ocasiona la S-nitrosilacion de residuos cataliticos de cisteina e inhibe la actividad
de las caspasas 8 y 9, que son iniciadoras de la apoptosis; también evita la activacion de
los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB (Li y Wogan, 2005; Reynaert, 2004; Kim y
cols., 2000).

Aunque en este estudio no se presenta evidencia experimental que permita explicar
detalladamente el mecanismo de muerte neuronal asociado a SAP, algunos autores
reportan que una de estas causas es el incremento tanto de la expresion del receptor de
baja afinidad para NTF p75 (p75-R) como de su molécula blanco, el precursor del NGF
(proNGF) (Webster y Pirrung, 2007; Winkler y cols., 2000). Al respecto, esta demostrado
gue en ausencia de NGF, los donadores de NO como MOLS, inhiben la apoptosis
mediada por el receptor p75, a través de la fosforilacion de TrkA y a través de la
activacion de la via Pl;-K/Akt y ERK1/2 (Akassoglou, 2005; Culmsee, 2005; Napoli e
Ignarro, 2003).

Otro mecanismo adicional de sobrevivencia neuronal mediada por NO, demostrado in
vitro a través de la administracion de MOLS en cultivos de células PC12, es la

recuperacion del potencial de membrana mitocondrial (reduccién de la liberacion de
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citocromo c), la inhibicién de la caspasa 3 y la reduccién del dafio nuclear. (Lee y cols.,

2005).

8.3 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE ChAT

La alteracion de la funcionalidad colinérgica, debida a la disminucién de la poblacién
neuronal en el SM inducida por la SAP, se relaciona con decremento de la actividad y
expresion de los marcadores colinérgicos ChAT, AChE y del transportador de alta afinidad
de colina en el CBA, y en las regiones blanco inervadas por éste (Craig y cols., 2009;
Wrenn y Wiley, 1998).

En el presente trabajo se evalud, de manera indirecta, la funcionalidad colinérgica en el
SM a través del inmunomarcaje contra la ChAT, de modo similar a lo demostrado por
Hartlage-Ribsamen y Schliebs (2001a). Los resultados obtenidos demostraron que SAP
disminuyd el 41% de las células colinérgicas septales. La disminucion de células positivas
a ChAT es un proceso gradual que puede verificarse desde su inicio, a partir del dia 3
posterior a la lesion, donde la pérdida de neuronas colinérgicas es de manera
practicamente total a los 7 dias después de la inyeccién de la inmunotoxina (Hartlage-
Ribsamen y Schliebs, 2001b). La disminucion parcial de la poblacion neuronal, permitio
evaluar el efecto del NO en la recuperacion de las neuronas colinérgicas residuales y su
correlacion con el progreso en el desempefio de las ratas durante la prueba cognitiva. De
acuerdo con lo esperado, la administracion de MOLS no tuvo efecto en la recuperacion
poblacional. En conjunto, estos resultados apoyan la propuesta de que existe una
correlacion entre la no discriminacion del objeto novedoso por los animales inyectados
con SAP y la pérdida de las neuronas colinérgicas en el sitio de lesion. También es
factible sugerir que existe una asociacion entre la recuperacion cognitiva de los animales

del grupo SAP+MOLS vy el efecto del NO en el rescate de la funcionalidad colinérgica de
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las neuronas residuales. La deteccion de cambios en los niveles de ChAT en regiones
inervadas por el SM, podria sustentar esta propuesta.

Como esté reportado previamente, la sobrevivencia y el mantenimiento del fenotipo de las
neuronas colinérgicas del CBA depende mayormente de la interaccion entre NGF vy el
receptor TrkA (TrkA-R), asi como de la activacion de la via de sefializacién regulada por la
cinasa 3’de fosfatidilinositol (IP3K), Akt y NO (Ou y cols., 2010; Madziar y cols., 2008).
Considerando que la administracion in situ de donadores de NO promueven la expresion
de ChAT, es viable sugerir que MOLS podria modular la funcionalidad colinérgica septo
medial, mediante el incremento de la liberacion de ACh por las neuronas sobrevivientes
(Prast y Philippu, 2001). Aunado a lo anterior, otras evidencias experimentales muestran
que el efecto del NO liberado por donadores involucra la activacion de la enzima guanilato
ciclasa (GC), el incremento del segundo mensajero GMPc y la entrada de Ca** a la célula
(Tjong y cols., 2007; Centelles y cols., 2004). Estos eventos promueven a su vez la
activacion de las proteinas cinasas dependientes de Ca”": proteina cinasa C (PKC) y la
proteina cinasa Il dependiente de Ca®/Calmodulina (CaM-cinasa), las cuales son
responsables de fosforilar e incrementar la actividad de ChAT en las terminales sinapticas

corticales e hipocampales (Dobransky y Rylett, 2005; Kaytor y Orr, 2002).

8.4 EVALUACION DEL SISTEMA NITRERGICO EN DIFERENTES REGIONES
CEREBRALES

8.4.1 Recuperacion de la actividad de cNOS

Con la finalidad de determinar el efecto del MOLS en la modulacion de la funcionalidad
nitrérgica posterior a la denervacion colinérgica inducida por la SAP, se cuantifico la
actividad de la cNOS en el HC, que es la region blanco del SM y también en las regiones

dela CXy ST.
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Es importante destacar que de acuerdo con lo esperado, la dosis unica de MOLS (4
mg/kg) administrada 7 dias posteriores a la inyeccion de SAP y 60 minutos antes de la
evaluacion de la actividad enzimatica, fue capaz de recuperar la actividad basal de la
cNOS en las regiones de la CX y el ST.

Contrario a lo reportado con respecto a la reduccion de la actividad catalitica y de union a
sustrato de la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS) por la inyeccion de SAP en el HC,
los resultados obtenidos del andlisis de la actividad de la cNOS hipocampal no indicaron
cambios posteriores a la administracion de SAP, lo que podria estar en funcion de la
administracion de una dosis menor de inmunotoxina (0.22 pg/ul). Sin embargo, si se
observo incremento de la actividad de la ctNOS posterior a la administracion del MOLS.
Estos datos aluden la participacion de vias no colinérgicas que mantienen la produccién
basal de NO en el HC como lo es el sistema glutamatérgico, cuya activacion podria
explicar el incremento de la actividad de la cNOS en esta region (He y cols., 2001). Este
efecto modulador del MOLS sobre la actividad de la cNOS cortical y estriatal, podria ser el
mecanismo bioquimico asociado a la mejora del desempefio durante la fase de eleccion
(PRO) de los animales lesionados con la SAP. En conjunto, estos resultados permiten
sugerir que la exploracién de la novedad puede ser modulada por diferentes regiones
cerebrales. La prueba de memoria de ubicacion de objetos, es un paradigma que
demuestra la participacion directa del HC en la formacion de la memoria de
reconocimiento asociada a un contexto espacial (Broadbent y cols., 2010).

Como ya fue mencionado previamente, un factor importante en la sefializaciéon mediada
por el NO, tanto enddégeno como el proporcionado por los compuestos donadores, es la
activacion de la GC y la presencia del GMPc, cuyos niveles se relacionan directamente
con la actividad de la NOS constitutiva (Estévez vy cols., 2002; Moncada y cols., 1991).
Sin embargo, también existen otros mecanismos involucrados en la modulacién del

sistema nitrérgico por el NO exdgeno. Varios autores explican que la inhibicion de
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distintas fosfodiesterasas (PDES5; sildenafil, zaprinast, vardenafi, PDE2, 5, 10:
papaverina), incrementa los niveles de GMPc en células corticales, lo que se relaciona a
su vez con el aumento de la actividad de la NOS en CX, ST e HC. Estos eventos
favorecen el aprendizaje y la consolidacién de la informacion durante la prueba de
reconocimiento de objetos, en ratas y ratones expuestos a los donadores de NO,
nitroprusiato de sodio (SNP) y dietilamino-NONOato (DEANO) (De Vente, 2008; Domeck-
Lopacinska y Strosznajder, 2008; Rutten y cols., 2005, 2007; Prickaerts, 2002). Estas
evidencias indican que la via NO/GC/GMPc participa en la transmision colinérgica del
CBA y sus regiones blanco (De Vente, 2008). Con base en lo anterior, en este estudio se
sugiere que el suministro exégeno de NO por el MOLS podria modular la actividad de la
PDES a través de la estimulacion de la GC y del incremento del GMPc en el espacio
singptico (van Donkelaar, 2008; Fitzgerald y cols., 2005). A su vez, la activacion e
incremento de GC/GMPc son eventos que promueven la liberacion de ACh por las
terminales colinérgicas provenientes de las neuronas septales sobrevivientes, el
incremento del Ca®" intracelular a través de receptores NMDA, la activacion de la cNOS y
la regulacién de la produccién del NO enddgeno (Harooni, 2009; De Vente, 2008; Hopper
y cols., 2006; Culmsee y cols., 2005; Gerova y Kristek, 2005).

Es importante mencionar que la disminucion de la actividad catalitica de la cNOS en la CX
y el ST, generada por la administracion de SAP, podria deberse a disminucion en la
sintesis y liberacién de ACh en estas regiones. La dosis Unica del MOLS y el esquema de
administracién utilizado (60 minutos antes de la extraccion de las regiones de la CX, ST e
HC), sugieren el incremento de ACh como un mecanismo que favorece el proceso de
aprendizaje y contribuye a la formacion de una memoria de corto plazo (Rutten y cols.,

2007).
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8.4.2 Efecto del MOLS en la expresion de eNOS y nNOS

Esta demostrado que la administracion intraventricular de la SAP disminuye la expresion
de la nNOS en nucleos colinérgicos (Hartlage-Ribsamen y Schliebs, 2001a). Con el
proposito de evaluar una posible asociacion entre la expresion de las isoformas neuronal
y endotelial de la NOS con la actividad de la cNOS, se analizaron los niveles de nNOS y
eNOS mediante Western blot en el HC, CX y ST.

Los resultados obtenidos mostraron que no hay cambios aparentes en la expresion de la
NNOS en la region colinoceptiva del HC y en el ST, posterior a la inyeccion de SAP. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Hartlage-Ribsamen y Schliebs (2001a) en un
modelo de denervacion colinérgica. No obstante que la actividad enzimética no siempre
se relaciona directamente con su expresion, la SAP causé en la CX una disminucion,
estadisticamente significativa, de los niveles de la nNOS con respecto a su control, lo que
podria explicar a su vez la disminucion de la actividad de la cNOS cortical. El dato mas
notable de este andlisis fue que la administracion de MOLS incrementé significativamente
los niveles de la nNOS en la CX, posterior a la denervacion colinérgica inducida por SAP.
Sin embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo con respecto al control.
Estos datos sugieren que la regulacion de la expresion de la nNOS cortical involucra la
participacion directa del sistema colinérgico proveniente del CBA. El efecto del MOLS
sobre la alteracion de la transmision colinérgica después de la lesiobn con SAP, podria
estar asociado a mecanismos compensatorios enddégenos que mantienen los niveles de la
NNOS. Al respecto, lhara y cols., (2006) demostraron la existencia de una variante
membranal de la nNOS (nNOS-u), que es el producto de un proceso de splicing
alternativo y su presencia constituye el 10.3% del nivel total de la nNOS en la CX y en
otras regiones cerebrales como el HC y el ST. También existe otra variante menor
localizada en el citosol, la nNOS-B (Park y cols., 2000). Considerando que el incremento

de los niveles de la nNOS en la CX por el MOLS no fue estadisticamente diferente al
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control, es plausible proponer que el NO proporcionado de manera exdgena puede
regular la expresion de estas especies menores de la nNOS (Bonaventura y cols., 2008).
La disminucion de la expresion de la nNOS en CX y la ausencia de cambios de los niveles
de la proteina en el HC, podrian explicarse en funcion de la profundidad de la inyeccion
de la SAP. Como se indic6é anteriormente, la administracién estereotaxica se realizé de
acuerdo con la coordenada ventral -7.5 (con respecto a la duramadre), la cual se
encuentra cerca del limbo vertical de la banda diagonal de Broca, que es el nucleo
colinérgico que inerva a la neocorteza.

No obstante que el sistema colinérgico proveniente del CBA juega un papel importante en
la vasodilatacién de la corteza cerebral, la lesion colinérgica derivada de la inyeccién de la
SAP, no reveld cambios en los niveles de la eNOS en la CX, ST y HC para los diferentes
tratamientos en comparacién con su grupo control. Estos resultados en conjunto, se
pueden explicar a través de la participacion de vias compensatorias colinérgicas y no
colinérgicas, que mantienen los niveles de la NOS en las regiones analizadas.

La regulacion de los niveles de la eNOS cortical se lleva a cabo a través de la activacion
de receptores nicotinicos y por la liberacion de NO, ya que estd demostrada la existencia
de neuronas nitrérgicas en la CX, localizadas cerca de los vasos sanguineos, las cuédles
reciben inervacion del CBA y expresan receptores nicotinicos (EI-Mas y cols, 2011).

Sin embargo, existen otros recursos de NO, la glia cortical que es NOS positiva y también
algunos astrocitos cercanos a los vasos sanguineos los cuales también reciben inervacion
colinérgica del CBA (De la Monte y cols., 2000; Luth y cols., 2001). Otro mecanismo
colinérgico involucrado, se refiere a la activacion de receptores muscarinicos como un
posible mecanismo de autorregulacién para mantener el flujo sanguineo cortical y evitar la
disminucion de la expresion de la eNOS por SAP (Goryacheva y cols., 2010; Uchida y

Hotta, 2009).
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Un efecto compensatorio no colinérgico que podria relacionarse a la administracion de
MOLS para incrementar los niveles corticales de la eNOS, es la modulacion de la
expresion y activaciéon de la hemo-oxigenasa 1 por el NO exdgeno (Pae y cols., 2010;

Jiang y cols., 2006).

8.4.3 Evaluacién de metabolitos del NO: NO,

Con el propdsito de evaluar el efecto modulador del MOLS sobre la produccion del NO
enddgeno posterior a la denervacion colinérgica por SAP, se llevo a cabo la determinacion
cuantitativa de los niveles de NO, en CX, ST e HC. El incremento de los niveles de NO,
posterior a la administracion de compuestos donadores esta ampliamente demostrado
tanto in vitro como in vivo (Sjakste y cols., 2007). Sin embargo, contrario a lo descrito, los
resultados obtenidos en la presente investigacion no mostraron diferencias
estadisticamente significativas de los niveles de NO, entre los grupos experimentales con
respecto a su control, ni entre las regiones cerebrales analizadas. La ausencia de
cambios en los niveles de NO, en el HC, CX y ST sugiere la participacion de vias alternas
de generacion de NO en estas regiones. La formacion de compuestos nitrosilados es un
mecanismo endogeno que funciona como un reservorio de NO, tal es el caso de la
generacion del S-nitroso-glutation (GSNO), derivado de la nitrosilacion del glutation
reducido (GSH). Es asi que el NO puede ser liberado a partir del GSNO por diversas
enzimas como la GSH peroxidasa, tioredoxina reductasa y la y-glutamil transpeptidasa y
posteriormente ser oxidado a NO, (Guix, 2005; Fas y cols., 2004; Akhter y cols., 2003).
Adicionalmente, esta reportado que la union del NO al grupo hemo y la formacion de la S-
nitrosohemoglobina también promueve la formaciéon de NO, en el plasma y su liberacion
en diferentes regiones cerebrales (Herndndez y Hare, 2011; Vanin, 2009). Estas

evidencias en conjunto, apoyan la ausencia de cambios en los niveles de NO, en las
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diferentes regiones analizadas para todos los grupos experimentales incluyendo su

control.

9. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

La administracion de la SAP no causé cambios en el desempefio motriz en los
animales experimentales, asi como tampoco la administracion de MOLS genero

cambios en la actividad motora.

La administracion intraseptal de la SAP disminuyd la exploracion del objeto

novedoso en la fase de eleccién de la PRO.

La administracion de una dosis Unica de MOLS (4 mg/kg) 60 minutos antes de la
fase de muestra tuvo un efecto modulador en el aprendizaje y facilité la memoria

de reconocimiento.

La administracion de la SAP en el SM disminuy6 el 41% de la poblacién de células

colinérgicas en el sitio de lesion.

MOLS no tuvo efecto sobre la recuperacion de la poblacion celular colinérgica en
el sitio de la lesion. Sin embargo, este donador de NO tuvo un efecto protector, ya
que evitod la progresion de las alteraciones morfolégicas en las células septales

sobrevivientes.

SAP disminuyé significativamente la actividad de la cNOS en la CX y ST en

comparacion con el grupo control (PBS).

MOLS tiene un papel importante como modulador de la actividad de la cNOS en

CXy ST, asi como en la expresion de la nNOS cortical.
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e La dosis administrada de SAP (0.22 pg/pl) no produjo cambios en los niveles de

nitritos en CX, ST e HC de los animales tratados con SAP y MOLS.

10. PROPUESTA DEL MECANISMO DE ACCION DE MOLS

Con base en los resultados descritos en el presente trabajo y aunado a lo reportado en la
literatura, es factible proponer que el NO liberado por MOLS dirige su accion hacia tres
vias principales en el modelo de denervacion colinérgica inducido por SAP (ver Figura

15).

1. Al equilibrio de los niveles de NGF maduro con respecto a su precursor pro-NGF.

2. A la recuperacion cognitiva y de la funcionalidad colinérgica a través de la
activacion de la ChAT y la liberaciébn de ACh en terminales sinpticas, ambos
eventos mediados por NGF. El efecto modulador de MOLS sobre el sistema
nitrérgico también involucra el incremento en la expresion y actividad de la cNOS
como consecuencia de la conservacion de los niveles de neurotrofina madura y de

NO, asi como del incremento en la liberacion de la ACh por el NO enddgeno.

3. A la sobrevivencia de las células colinérgicas septales a través de la activacion de
la via de sefializacion de IPszk/Akt derivada de la regulacion de la expresion de p75

y el incremento en la expresion de TrkA-R.
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FIGURA 15. Mecanismo de accién del MOLS propuesto para la recuperacién cognitiva y la
sobrevivencia de las neuronas colinérgicas residuales del SM. Las evidencias
experimentales descritas en esta investigacion se muestran en los recuadros de color
naranja.

11. CONCLUSION

Con base a los resultados mostrados se concluye que SAP disminuyo la exploracion del
objeto novedoso en la prueba de reconocimiento de objetos, lo que podria estar asociado
a la disminucion de la poblacién colinérgica en el sitio de lesion (SM). La administracion
de MOLS podria evitar la progresion del dafio celular y favorecer asi la recuperacion de la
actividad basal de la cNOS en la CX y ST, lo cual podria correlacionarse con la
recuperacion del déficit cognitivo generado por SAP. Estos resultados nos permiten
sugerir que 1) MOLS ejerce un papel modulador del sistema nitrérgico y 2) promueve la

recuperacion cognitiva en el modelo de denervacion colinérgica inducido por SAP.
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experimental model of cholinergic damage induced by 192-1gG saporin.
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The aim of this work was to study the effect of molsidomine (MOLS), a nitric oxide (NO) donor, on the
nitrergic system changes in an experimental model of cholinergic damage induced by 192 IgG saporin
(SAP). Male rats were injured by intraseptal administration of SAP (0.22 .g), after seven days, rats were
administered with MOLS (4 mg/kg, i.p.) 60 min before sacrifice. Prefrontal cortex (PC), striatum (S) and
hippocampus (HC) were dissected out. Results showed significant recovery of the constitutive NOS activ-
ity (cNOS) in PC and S regions by MOLS but not in HC compared against controls. SAP reduced the cellular
population in the lesion site and MOLS was able to avoid the progression of damage in this area. NO donor
is able to modulate the nitrergic status in an experimental model induced by SAP.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Immunotoxin 192 IgG saporin (SAP) model has been used in order
to analyze the role of basal forebrain (BF) in learning and memory
processes as well as the cognitive deficits associated to choliner-
gic denervation in experimental models. SAP produces selective
damage in p75 receptor containing cholinergic neurons of the
medial septum nucleus (MS), which provide the major choliner-
gic innervations to hippocampus (HC) [5]. It has been extensively
demonstrated that intraventricular or intraseptal administration
of SAP is related to disturbances in cholinergic transmission and
also to biochemical and physiological changes in situ and in hip-
pocampal areas [10,14,20]. The cholinergic denervation induced by
SAP results in the evident depletion of cholinergic markers such as
choline acetyltransferase (ChAT) in the presynaptic terminals and
also a marked failure in several cognitive tasks [20]. Likewise in
humans, the loss of basal forebrain (BF) cholinergic neurons (CBF)
has been associated with deficits in cognition in early stages of
Alzheimer’s disease [5].

The cognitive decline resulting from the injury with SAP is
associated with a neurotrophic malfunction. Nerve growth factor

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5606 3822x2005; fax: +52 55 5424 0808.
E-mail address: fperez@innn.edu.mx (F. Pérez-Severiano).

0304-3940/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neulet.2011.01.023

(NGF) is a signaling molecule that regulates the survival and neu-
ronal maintenance of CBF neurons. NGF signaling in MS neurons is
thought to occur after the binding to and activation of both TrkA and
p75 receptors. Thus, the NGF/TrkA-p75 complex is then internal-
ized to soma by retrograde transport. The down regulation of TrkA
expression alters the retrograde transport of NGF to target MS neu-
rons and may have important consequences related to apoptosis
[8].

In addition to NGF, nitric oxide (NO) is also required for CBF
neurons survival and the delivery of NGF seems to be related to
modulation of excessive NO production in order to prevent excito-
toxicity. The role of NO as a neuromodulator in BF and as regulator
of cerebral blood flow suggests a relationship between choliner-
gic and nitrergic systems. SAP reduces the cortical blood flow and
alters the catalytic activity and substrate binding of hippocampal
neuronal nitric oxide synthase isoform (nNOS) [12].

The relationship between NO and cholinergic system has been
evidenced by blocking cognition through the use of NOS inhibitors,
while NO donors can facilitate it [7,21]. The NO donor molsidomine
(MOLS) has been used as a pharmacological tool in order to antag-
onize the cognitive deficit associated to cholinergic hypofunction
produced by scopolamine (SCO). The successful of MOLS on the
recovery of cognitive impairment could be associated to its high
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bioavailability, long-lasting duration of action and the lack of overt
side effects at doses displaying an antiamnesic action [21]. Never-
theless, the participation of NO in the recovery of cholinergic deficit
caused by SAP administration has not been analyzed.

In the present study we used the experimental cholinergic dam-
age model induced by SAP in rats, in order to evaluate the effect
of the NO donor MOLS. We also evaluated the nitrergic system
in rats, determining calcium-dependent and calcium-independent
NOS activities, as well as the expression of nNOS in HC region.

All animal procedures were performed according to the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals and the local guidelines on the ethical use of animals from the
Ministry of Health in Mexico. All efforts were made to minimize
animal suffering.

To carry-out the present experiments, we used 132 adult
male Wistar rats (250-300g) for the different evaluations. Under
sodium pentobarbital anesthesia (40 mg/kg i.p.), animal groups
were injected in MS with 1 .l of SAP (0.22 p.g, Chemicon Interna-
tional Inc., CA, USA) or 1 pl of vehicle (PBS 0.1 M pH 7.4) both at
0.25 pl/min according to the coordinates: AP+0.6,L0.0,V —7.0 from
bregma [18]. After seven days, SAP group was divided into isotonic
saline solution (SS, i.p.) and MOLS (4 mg/kgi.p.) (N-[etoxycarbonil]-
3-[4-morpholynosydnonimine] Sigma-Aldrich, Mexico). Parallely,
PBS groups were also divided in SS and MOLS subgroups. Rats were
allowed to recover from anesthesia and surgical procedures, keep-
ing them warmed and then were housed into acrylic cages with
sterile sawdust, grouping five animals per cage in a regulated envi-
ronment (temperature, humidity, light, etc.) with free access to
food and water.

In order to discard some motor disturbances or sedation effects
related to SAP, MOLS or vehicles, the total motor activity task was
evaluated 7 days after the administration of SAP and 60 min after
MOLS injection, into an automated cage (Opto-Varimex Minor;
Columbus Instruments, Ohio). Considering that the amnesic SCO
is widely used as a control of hyperactivity [21], a group of 16 rats
was used as a positive control of hyperactivity, and was injected
with SCO (0.5 mg/kg s.c.) 60 min before evaluation. This procedure
was performed according to the protocol described by Pitsikas et al.
and Reddy and Kulkarni [21,22]. Each rat was randomly chosen and
placed in the automatic cage for a 30 min habituation period. There-
after, horizontal, vertical and ambulatory activity was monitored
for 10 min.

Constitutive NOS (cNOS) comprises the calcium-dependent
endothelial (eNOS) and neuronal (nNOS) isoforms. While inducible
NOS (iNOS) refers to calcium-independent isoform.

In order to assess the NOS activity and expression, and consid-
ering also that at 7th day posterior to SAP lesion the evident decay
of cognition has been observed [5], 28 animals (7 rats per experi-
mental condition) were sacrificed by decapitation 7 days after the
surgery, and 60 min after the injection of MOLS or SS [21].

The NOS activity was evaluated by the indirect measuring
method described by Bredt and Snyder (1990) and modified by
Pérez-Severiano et al. for brain tissue [ 19]. This technique quantifies
the stequiometric conversion of [3H]-L-arginine to [3H]-L-citrulline
plus NO. Prefrontal cortex (PC), striatum (S), and hippocampus (HC)
areas were dissected out over ice and frozen in liquid nitrogen. The
samples were stored at —70°C until NOS activity and expression
analyses were performed. Tissues were homogenized at 4°C in a
glass homogenizer using a teflon pestle, with 250 .l of a buffer con-
taining: 50 mM Tris-HCl and pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA,
0.1% B-mercaptoethanol pH 7.5, containing a cocktail of protease
inhibitors (100 M leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, 2 wg/ml aprotinin, 10 pg/ml of soybean trypsin inhibitor and
0.1% v/v Noninet P-40).

Sample protein content in PC, S and HC regions was mea-
sured by Lowry method [15]. After protein determination, volumes

containing 500 g of protein were incubated during 30 min at
37°C in the presence of 10 wM L-arginine-HCl, 1TmM NADPH,
100 nM calmodulin, 30 .M tetrahydrobiopterin, 2.5 mM CaCl,, and
0.2 .Ci of [3H]-L-arginine (Amersham Pharmacia Biotech, Bucking-
hamshire, UK) in order to evaluate cNOS activity. The maximum
volume used for each reaction was 100 pl.

The activity of iNOS was tested by the samples incubation in
the presence of EGTA without CaCl,. Reaction was stopped by
adding a buffer containing 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 20 mM HEPES,
pH 5.5. The reaction mixture was then transferred into a cation
exchange resin column (Dowex-50W-200, Sigma-Aldrich Co. St.
Louis Mis., USA) which had previously been equilibrated with the
stop buffer. This column retains labeled arginine and allows [3H]-
L-citrulline to flow through itself. Labeled L-citrulline amount was
measured using a Beckman LS6500 scintillation counter. Results
were expressed as ng of L-citrulline/500 pg protein/30 min.

With the aim to determine the nitrergic status in HC, which is the
target region of the cholinergic innervation from MS, the expres-
sion of hippocampal nNOS was carried-out using the homogenized
hippocampal region (n =3 per treatment and control): samples con-
taining 30 g of protein were aligned and carried out on a 10%
Tris/glycine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel and then
were transferred onto hybond polyvinylidene fluoride membrane
(PVDF, Amersham Biosciences, UK). Blots from each sample were
blocked with a PBS/0.05% Tween 20 buffer solution containing 5%
of non-fat milk, during 1h at room temperature, and then were
incubated overnight at 4 °C with two antibodies: polyclonal mouse
antibody against nNOS (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) at a final dilution of 1:300 as well as with a monoclonal mouse
antibody against [3-actin, using the same dilution. After incubation,
membranes were then washed and incubated with their respec-
tive secondary peroxidase goat antibodies, diluted 1:3000. Blots
were washed again and the protein was developed using the ECL
detection system (Perkin Elmer Inc, Waltham MA, USA).

The presence of nNOS was normalized by [3-actin, the reference
protein. The film images were digitally acquired with a BioDoc-It
System (UVP, CA, USA). The densitometric analysis was performed
using the LabWorks 4.0 Image Acquisition and Analysis Software
(UVP, CA, USA). The densitometric scanning protein density data
were expressed as optic density arbitrary units (OD).

Histological procedures were performed according to Gridley
[9]. Rats from the experimental groups were anesthetized with
sodium pentobarbital anesthesia (40 mg/kg i.p.), and transcar-
dially perfused with phosphate buffered saline containing heparin
(50001U/ml), diluted 1/500, v/v followed by 4% (v/v) paraformalde-
hyde solution (in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4) at 4°C. Brains
were removed, postfixed in the same fixative solution for 24 h and
immersed in paraffin. Tissue was sectioned on a microtome, and
sections (7 wm of thickness) were obtained from the lesioned zone.
All sections were stained with cresyl violet 0.2% in order to iden-
tify cell bodies and to verify changes in the population density at
20x magnification. The sections were observed under a wide-field
microscope (Olympus H2).

All results are expressed as mean+ S.E.M. Statistical analysis
was achieved by one way analysis of variance (ANOVA) followed
by the Tukey’s post hoc test. For all cases, values of p<0.05 were
considered as statistically significant.

With the aim to demonstrate that SAP and MOLS did not
show any effect over motor activity, we evaluated the motor
activity in PBS control group and also in groups treated with
SAP or MOLS; the results demonstrated no significant differences
between treatments for the ambulatory (F=19.81¢95.584), hori-
zontal (F=20.18¢9s5: 584) and vertical activities (F=14.23095: 584).
Nevertheless, the administration of SCO caused significant hyper-
activity (ambulatory: 760.24+97.94, horizontal: 1199 +113.5;
vertical: 409.7 £+ 63.16) in comparison with PBS group (ambulatory:
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Fig. 1. MOLS effect on calcium-dependent NOS activity in brain regions after the
lesion with SAP. Prefrontal cortex (A), striatum (B) and hippocampus (C). Each bar
represents the mean + S.E.M. of 7 independent experiments. ANOVA (***p<0.05),
post hoc Tukey.

142.1 £27.51, horizontal: 347.1+57.42; vertical: 63.38+13.61).
These results have shown that SAP is a suitable model to evalu-
ate the specific effect of MOLS upon cognitive decline, since there
was not alteration in the motor activity test that could influence
the animal performance in future cognitive tasks.

In the present study the results of MOLS effect upon NOS activity,
after the MS injury, are shown in Fig. 1. In control PBS group, basal
cNOS activity values were 245.8 +23.31in PC,358.8 +10.9 in S and
291.5+17.8 in HC regions. After MOLS treatment the basal levels
of cNOS activity were not altered neither in PC (239.54+7.4) or S
(355.5+27.9)areas; butin HC it was found a statistical significative
increase (337.9 +£24.9), when all groups were compared against
their respective PBS group. On the other hand, when the SAP group
was compared against its corresponding controls it was found a
significant reduction on the calcium-dependent NOS activity in PC
and S area, 123.9+9.4 and 231.2 + 9.3, respectively. However, no
significant decrease was found in HC region after the intraseptal
administration of SAP compared against PBS control.

As it was expected, in the group treated with MOLS after SAP
it was found a reverted effect causing an increase in cNOS activ-
ity: PC (261.8+27.9), S (358.2£31.5) and HC regions (337 & 25),
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Fig. 2. (A) Representative photomicrographs of septal sections stained with cresyl
violet 7 days after administration of SAP. Scale bar 50 wm (20x). (B) Number of
surviving cells with the different treatments. Values are means +S.E.M. (n=3) and

* Kk

statistical analysis was carried out with ANOVA (*,**p <0.05), post hoc Tukey.

when they were compared against the SAP group. Concerning to
iNOS activity, the analysis did not show evident change in enzy-
matic activity in the three regions analyzed: PC (F=0.7191¢9s5: 3 8),
S: (F= 0.83420.95; 3v8) and HC (F= 1.8800.95; 3,8)~

Analyzing the data of hippocampal nNOS expression, we were
not able to find significant differences between groups in compar-
ison with the PBS control group or among them (F=1.401¢ 9s. 3 16).

Afterward, it was evaluated the vulnerability of the MS neu-
rons to SAP and the effect of NO over the cellular damage induced
by the immunotoxin. The qualitative analysis of photomicrographs
showed that administration of SAP decreased the septal cellular
population compared to PBS and MOLS groups as it is showed
in Fig. 2(A) by the black arrow. This result did not show evident
changes in cellular population in comparison with the representa-
tive SAP+MOLS coronal sections. In the septal area of SAP group
it can be observed few and smaller cell somata than PBS group,
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although some of them contain pyknotic nuclei (Fig. 2(A)). Despite
the co-existence of normal cell bodies and neurons with morpho-
logical changes, the appearance of the intact remaining cells in
the SAP+MOLS group was better preserved than those observed
in SAP +SS sections. This suggests that MOLS could avoid the pro-
gression of cellular damage induced by SAP.

The semi-quantitative analysis of the histological changes in all
medial septum sections is depicted in Fig. 2(B). SAP administration
reduced in a 50% the septal neurons (63.79 +1.33) in relation to
control group PBS (126.0£2.97). In MOLS group, the number of
surviving cells, which are presumably cholinergic, was similar to
control group (143.7 +£5.10). In the SAP+MOLS group, treatment
with MOLS had not effect on the recovery of cellular population in
the lesion site compared with SAP (53.19 4 0.58).

The SAP model has been used to produce selective cholinergic
lesions in BF, resulting in a marked cholinergic hypofunction asso-
ciated to the decrease of cognitive processes. In the present study
the SAP model allowed us to show the nitrergic system modulation
induced by the NO donor, MOLS.

NO and acetylcholine (ACh) are two important neuromodulators
that play a major role in the learning and memory processes as well
as in the cortical perfusion mechanism [16].

In the present study, it was examined the effect of the NO donor
MOLS upon the activity of the cNOS in three different brain regions,
PC, S and HC and the expression of hippocampal nNOS, 7 days after
the intraseptal lesion with SAP. The results concerning to reduction
of cNOS activity in PC area as a consequence of SAP injection were
similar to results found by Hartlage-Riibsamen and Schliebs [12]
in a model of cholinergic denervation. The observed effect of SAP
over the cNOS catalytic activity in PC and S could be associated to
the decreased synthesis and release of ACh by cholinergic fibers in
these regions. The ACh decrement could then be a consequence of
neuronal population decrease in the MS, results that were obtained
through a qualitative assay with cresyl violet staining (Fig. 2). The
recovery of cNOS basal activity observed in PC and S regions was
promoted by MOLS administration and could be the result of direct
guanilyl cyclase stimulation by the exogenous NO as well as the
increase in cGMP levels at the synaptic cleft [6]. Following the same
line, these events could activate a cyclical mechanism which indeed
might increase the ACh release by the remaining septal cholinergic
neurons and, then induce the subsequent intracellular CaZ* raising
through NMDA receptors [13]. This high intracellular Ca2* con-
centration then causes the stimulation of cNOS activity, cGMP/NO
synthesis and increases ACh release [3,7,11]. Considering this cas-
cade of events it is plausible that the single dose used and the short
schedule of MOLS administration described in this study (60 min
before the harvest of PC, S and HC) causes the enhancement of ACh
as a short-term mechanism.

The transduction signaling pathways may also help to explain
the results found in this study. Gu et al. showed that cholinergic
denervation from CBF using SAP model was related to down regu-
lation of mature NGF levels and TrkA-NGF receptor expression in
target regions and in HC [10]. Culmsee et al. (2005) demonstrated
that in absence of NGF, NO donors stimulate nNOS and eNOS activ-
ity and also can inhibit the apoptosis mediated by the p75 receptor
through the phosphorylation of TrkA, the activation of PI3-K/Akt
and the ERK1/2 pathway [1,2,17]. Although the specific action of
MOLS over the regulation of NOS activity is still uncertain and may
involve many pathways, our results allow us to speculate that MOLS
is able to modulate the expression of TrkA receptor and also to bal-
ance pro-NGF/NGF ratios. The enhancement in retrograde axonal
transport of NGF to MS might promote the ACh release and the
stimulation of eNOS and nNOS activity by NO/cGMP. These findings
are in accordance with the up-regulation of ChAT mRNA associated
to NGF levels that was found by Klein et al. [14]. The relationship
between cholinergic and nitrergic systems has been demonstrated

through the administration of cholinergic agonists in experimental
models which increase the levels of hippocampal cGMP [4,3].
Analyzing the data of cNOS activity in all the regions, it was
observed that SAP decreased the enzymatic activity in PC and S,
however in HC there was not effect. Then in HC region there could
be involved compensatory mechanisms as well as some other non
cholinergic resources of NOS, as glutamatergic synapses, which can
explain the significant increase of cNOS activity in those groups
treated with MOLS. In consequence it looks as if MOLS replaces,
partially at least, the missing NO after cholinergic denervation.
The up-regulation of cholinergic markers such as ChAT may
underlie the efficacy of MOLS to improve memory performance in
patients with vascular and Alzheimer’s like dementia as do with
animals exposed to SAP. MOLS possibly will be acting as a mod-
ulator of nitrergic system in the model of cholinergic denervation
induced by SAP and could also promote the recovery of the choliner-
gic function in the septo hippocampal pathway. Further cognitive,
biochemical and immunohistochemical studies are needed to carry
out in order to understand the cholinergic recovery and the signal
transduction pathway for the nitrergic activity induced by MOLS.

Acknowledgements

This work was supported by CONACYT (fellowship number
165271 and Grants numbers 61327 F.P.S. and 52198 D.F.G.E). We
would like to thank to the Biological Science Postgraduate of
Medicine Faculty UNAM, Mexico for its kind support for the real-
ization of this studies.

References

[1] K. Akassoglou, Nerve growth factor-independent neuronal survival: a role of
NO donors, Mol. Pharmacol. 68 (2005) 952-955.

[2] C.Culmsee, N. Gerling, S. Landshamer, B. Rickerts, H.]. Duchstein, K. Umezawa,
S. Klumpp, J. Krieglstein, Nitric oxide donors induce neurotrophin-like survival
signaling and protect neurons against apoptosis, Mol. Pharmacol. 68 (2005)
1006-1017.

[3] J. De Vente, cGMP: a second messenger for acetylcholine in the brain? Neu-
rochem. Int. 45 (2004) 799-812.

[4] J. De Vente, K. Abildayeva, M. Van de Waarenburg, M. Markerink-van Itter-
sum, H.W.M. Steinbusch, M. Mulder, NO-mediated cGMP synthesis in cultured
cholinergic neurons from the basal forebrain of the fetal rat, Brain Res. 1217
(2008) 25-36.

[5] N.E.Fitz, R.B. Gibbs, D.A. Johnson, Aversive stimulus attenuates impairment of
acquisition in a delayed match to position T-maze task caused by a selective
lesion of septo-hippocampal cholinergic projections, Brain Res. Bull. 69 (2006)
660-665.

[6] R.S.Fitzgerald, M. Shirahata, I. Chang, The effect of a nitric oxide donor, sodium
nitroprusside, on the release of acetylcholine from the in vitro cat carotid body,
Neurosci. Lett. 385 (2005) 148-152.

[7] M. Gerova, F. Kristek, Efficiency of NO donors in substituting impaired endoge-
nous NO production: a functional and morphological study, Physiol. Res. 50
(2005) 165-173.

[8] S.D.Ginsberg,S. Che, ]. Wuu, S.E. Counts, E.]. Mufson, Down regulation of trk but
not p75NR gene expression in single cholinergic basal forebrain neurons mark
the progression of Alzheimer’s disease, ]. Neurochem. 97 (2006) 475-487.

[9] MLF. Gridley, Manual of Histology and Special Staining Techniques, 2nd ed.,
McGraw Hill, New York, 1953.

[10] Z. Gu, T. Toliver-Kinsky, J. Glasgow, K. Werrbach-Perez, J.R. Perez-Polo, NGF-
mediated alteration of NF-«kB binding activity after partial immunolesions to
rat cholinergic basal forebrain neurons, Int. J. Dev. Neurosci. 18 (2000) 455-468.

[11] H.E.Harooni, N. Naghdi, H. Sepehri, A.H. Rohani, The role of hippocampal nitric
oxide (NO) on learning and immediate, short and long-term memory retrieval
in inhibitory avoidance task in male adult rats, Behav. Brain Res. 201 (2009)
166-172.

[12] M. Hartlage-Riibsamen, R. Schliebs, Rat basal forebrain cholinergic lesion
affects neuronal nitric oxide synthase activity in hippocampal and neocortical
target regions, Brain Res. 889 (2001) 155-164.

[13] R.A.Hopper,]. Garthwaite, Tonic and phasic nitric oxide signals in hippocampal
long-term potentiation, ]. Neurosci. 26 (2006) 11513-11521.

[14] R.L.Klein, D. Nuir, M.A. King, A.L. Peel, S. Zolotukhin, J.C. Méller, A. Kriittgen, J.V.
Heymach]r.,N. Muzyczka, M. Meyer, Long-term actions of vector-derived nerve
growth factor of brain-derived neurotrophic factor on choline acetyltransferase
and TRK receptor levels in the adult rat basal forebrain, Neuroscience 90 (1999)
815-821.



M.A. Herndndez-Melesio et al. / Neuroscience Letters 491 (2011) 133-137 137

[15] O.H. Lowry, N.J. Rosenbrough, A.L. Farr, R.J. Randall, Protein measurement with
the folin phenol reagent, J. Biol. Chem. 193 (1951) 265-275.

[16] O.P. Mishra, R. Mishra, Q.M. Ashraf, M. Delivoria-Papadopoulos, Nitric oxide-
mediated mechanism of neuronal nitric oxide synthase and inducible nitric
oxide synthase expression during hypoxia in the cerebral cortex of newborn
piglets, Neuroscience 140 (2006) 857-863.

[17] C.Napoli, L]. Ignarro, Nitric oxide-releasing drugs, Annu. Rev. Pharmacol. Tox-
icol. 43 (2003) 97-123.

[18] G.Paxinos, P. Watson, The Rat Brain in Stereotaxis Coordinates, Academic Press,
New York, 1998.

[19] F.Pérez-Severiano, D. Bermudez-Ocafia, P. Lépez-Sanchez, C. Rios, V. Granados-
Soto, Spinal nerve ligation reduces nitric oxide synthase activity and

[20]

(21]

(22]

expression: effect of resveratrol, Pharmacol. Biochem. Behav. 90 (2008)
742-747.

T.A. Perry, H. Hodges, ]J.A. Gray, Behavioural, histological and immuno-
cytochemical consequences following 192 IgG-saporin immunolesions
of the basal forebrain cholinergic system, Brain Res. Bull. 54 (2001)
29-48.

N. Pitsikas, A.E. Rigamonti, S.G. Cella, V. Locatelli, M. Sala, E.E. Muller, Effects of
molsidomine on scopolamine-induced amnesia and hypermotility in the rat,
Eur. J. Pharmacol. 426 (2001) 193-200.

D.S. Reddy, S.K. Kulkarni, Possible role of nitric oxide in the non tropic and anti-
amnesic effects of neurosteroids on aging- and dizocilpine-induced learning
impairment, Brain Res. 799 (1998) 215-229.



HABITUACION

80cms X 80cms x 60

cms

Horario: 9:00a 14:00 hrs

28 Exploracion:
[ ')a""J 5 min
ol 3 dias
ETAPA DE ETAPA DE
MUESTRA ELECCION
Molsidominei.p.
(45 min antes de
la etapade (15 min)
muestray 60 )
min antes de la RETENCION/RETRASO @ )
3 R o'
fase de S w )
eleccion)
Adquisicion Recuperacion
(aprendizaje) Consolidacién (3 min)
(3 min)

APENDICE 2. Prueba de memoria de reconocimiento de objetos. llustracion que
muestra la posicion de los objetos utilizados en el periodo de habituacion y en las
etapas de muestra (objetos idénticos) y de eleccién (objeto familiar y novedoso)
que integran la prueba experimental. También se indica el tiempo de administracion
de una dosis Unica de molsidomine (4 mg/kg) antes de la realizacion de la prueba.

APENDICE 3. INDICE DE DISCRIMINACION (D)

El registro en video de los animales durante la prueba de reconocimiento de objetos,
ofrece la posibilidad de obtener una secuencia progresiva de eventos y analizar diversos
parametros con base al tiempo de exploracion de los objetos utilizados durante la
realizacion de la prueba. Una medida que esta reportada ampliamente, es el indice de
discriminacion (D). El indice D representa la diferencia en el tiempo de exploracion,
expresado como una proporcion del tiempo total de exploracion de los dos objetos
durante la fase de eleccion. Por lo tanto, este parametro permite analizar si una rata es
capaz de recordar un objeto mostrado previamente (memoria de reconocimiento) y en
consecuencia, incrementar su conducta exploratoria hacia un objeto desconocido o

novedoso. La obtencion del indice D se puede realizar tomando en cuenta: (a) Frecuencia
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de aproximacion, que esta basada en el nimero de veces que una rata se ha aproximado
al objeto novedoso, comparado con la frecuencia de las aproximaciones al objeto familiar.
(b) Latencia del primer acercamiento, el cual compara el tiempo que tarda una rata en
aproximarse por primera vez al objeto novedoso, con la latencia de la primera
aproximacion con el objeto familiar. (c) Duracién de los acercamientos, que se basa en el
tiempo que dedica un animal a la exploracion del objeto novedoso, en comparacion con el
tiempo de exploracion del objeto familiar. (d) Duracidon promedio de los acercamientos, el
cual se basa en el tiempo de exploracién promedio del objeto novedoso en comparacion
con el tiempo de exploracién promedio del objeto familiar. El tiempo promedio se refiere al
tiempo total de exploracion de un objeto dividido entre la frecuencia de acercamientos a
dicho objeto.

Un valor del indice D significativamente mayor a 0 describe la exploracion del animal
preferentemente hacia el objeto novedoso, mientras que un valor de D por debajo de O,

indica una exploracién mayor del objeto familiar.
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