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1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa més comdn
entre las demencias existentes hoy en dia, cursando con alteraciones cognitivas y
neuropsiquidtricas (Ruiz-Nufio et al, 1998). Durante el proceso normal de
envejecimiento existe un declive de las funciones sensoriales y motoras, acompanado
de una disfuncién cognitiva leve (Corey-Bloom, 2002). Sin embargo, la demencia
comprende un grupo de disfunciones caracterizadas por un deterioro gradual de las
habilidades intelectuales, hasta el punto de originar graves problemas sociales
(Dubois and Deweer, 1998). La prevalencia de los casos de demencia en personas de
mas de 80 anos es de aproximadamente un 30% de la poblacién, siendo la EA un
50-70% del total de los casos (Fernando and Ince, 2004).

Los factores de riesgo que predisponen a sufrir esta enfermedad no son bien
conocidos. La evidencia mds clara de que existe una contribucion genética en la
etiologia de la EA es la existencia de familias en las cuales la enfermedad se transmite
siguiendo un claro patron autosémico dominante y dénde la aparicion de la
enfermedad se da en edades tempranas de entre los 35 y los 55 afos (Campion and
Brice, 1998; Roses, 2004). A pesar de esto, la mayoria de los casos de EA (> 95%) se
dan a edades superiores de 60 arios, por lo que se deduce que estas mutaciones
representan sélo una pequeria contribucién frente al riesgo general de desarrollar la
enfermedad (Cummings, 1995). Relacionar la EA con un componente genético
cuando ésta se desarrolla a una edad avanzada es complejo, ya que no sigue un
patrén autosémico dominante, sino que mads bien parece estar relacionada con una

herencia poligénica mulifactorial (Hsiung, et al, 2004).

2. ALTERACIONES NEUROPATOLOGICAS.



La EA se caracteriza por la presencia de graves alteraciones neurolégicas tanto
anatomopatoldgicas como fisiopatologicas (Corey-Bloom, 2002; Dubois and Deweer,
1998). Asi, entre las primeras, se ha descrito una atrofia difusa y progresiva a nivel de
la corteza cerebral con la presencia de placas extracelulares de material amiloide
(placas seniles), ademds de ovillos neurofibrilares de proteina tau (t) fosforilada y
angiopatia amiloide (Rang et a/, 2003b). Como resultado de todo ello, existe una
pérdida neuronal selectiva de las dreas de asociacion y del sistema limbico
manteniendo el resto de las areas cerebrales practicamente inalteradas (Dubois and
Deweer, 1998). La pérdida de terminales sinGpticos de tipo colinérgico, parece ser el

altimo paso relacionado con la muerte neuronal.

En cuanto a las alteraciones fisiopatolégicas, se ha observado que a nivel del
neocértex y el hipocampo hay una pérdida de gran nimero de neuronas, siendo las

del sistema colinérgico las del grupo més afectado (Rang et al., 2003a).

2.1. Cambios anatomopatolégicos.

Los cambios anatomopatolégicos que se observan en la EA son debidos
principalmente a la formacién y acumulacién de la proteina f-amiloide y la proteina
T, aunque no todas las regiones cerebrales afectadas responden de la misma manera
a estos cambios patoldgicos. Asi, la proteina B-amiloide se deposita en regiones
afectadas y no afectadas del cerebro, sin embargo solomente en las dreas de
asociacion y regiones limbicas, causa una reaccién inflamatoria que es la responsable

de la destruccion neuronal (Dudal et al, 2004; Weiner and Selkoe, 2002).

2.1.1. Importancia de las placas seniles: la proteina 3-amiloide.

Las placas seniles, también denominadas placas amiloides, son estructuras esféricas de
20-25 mm de didmetro, localizadas principalmente en el espacio extracelular (Meyer-
Luehmann et al, 2003). Estdn formadas por conglomerados de cuerpos y
prolongaciones neuronales degeneradas en torno a depésitos centrales de un péptido

de longitud variable (29-43 aminodcidos) y de un peso de 4 a 6 kDa, llamado



proteina B-amiloide (BA) (DeKosky and Lépez, 1998). En condiciones normales esta

proteina es generada mediante la proteolisis del péptido precursor de la proteina
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Fig. 1 En el procesamiento de la proteina A estan implicadas tres

enzimas: la o secretasa, la 3 secretasa y la y secretasa. Una vez el

fragmento de la PPA se desprende como [A, se agrega a nivel

xtraceluliar forman as placas seniles.
amiloide (PPA) por parte de la enzima a-secretasa siendo posteriormente secretada

al espacio extracelular cdmo una proteina soluble con conformacién de hélice o (Esch
et al, 1990). Sin embargo, en pacientes con EA, la proteolisis de la PPA se lleva a
cabo por otras secretasas, la 3 y la y-secretasa, dando lugar a una nueva proteina,
extracelular, pero en este caso insoluble, con conformacién de hoja [ plegada

(DeKosky and Lépez, 1998) (fig 1).

Este fragmento proteico tiene una gran tendencia a agregarse formando oligémeros
insolubles que se depositan en el cerebro en forma de placas seniles y en las paredes
de las arterias de mediano calibre, dando origen a la angiopatia amiloide. La
presencia de placas seniles, no obstante, no sélo se observa en los enfermos afectados
por la EA, sino que se ha descrito su presencia (asi como la de ovillos neurofibrilares),

aunque en bajas cantidades, en cerebros de individuos de edad avanzada sin signos



de demencia, en individuos con neuropatias tales como la enfermedad de
Creutzfeldt-Jacob (Armstrong et al, 2001; Muramoto et al/, 1992) o en la diabetes

tipo ll, entre otras (Grossman, 2003).

Aunque la causa que provocan la agregacién de la BA y la posterior formacion de las
placas seniles no es del todo conocida tampoco lo es el origen de su toxicidad aunque
numerosos autores han sugerido el papel relevante del estrés oxidativo (Boyd-
Kimball et al, 2004; Miranda et al, 2000), las disfunciones en la homeostasis del
calcio neuronal (Kim et al., 2000) o los procesos inflamatorios (Dudal et al., 2004)

como origen de su toxicidad.

2.1.2. Importancia de los ovillos neurofibrilares: la proteina tau.

El segundo tipo de alteraciéon observada en la EA es la degeneracién neurofibrilar,
caracterizada por la presencia de cimulos de fibrillas en el citoplasma de las
neuronas. A estas acumulaciones citoplasmaticas se les ha denominado ovillos
neurofibrilares, y estdn compuestos principalmente por proteina t altamente
fosforilada (Johnson and Hartigan, 1998). Dicha proteina, en condiciones fisioldégicas,
estd asociada a los microtibulos celulares estabilizandolos y manteniendo, por lo

tanto, el citoesqueleto neuronal (Ishigurot et al, 1991).

En la EA, la proteina t pierde su funcién fisiolégica habitual debido a la anormal
hiperfosforilaciéon inducida por quinasas especificas (Ishigurot et al, 1991). /n vitro, se
ha observado que una defosforilacién inducida por fosfatasas, restablece las funciones

normales de la proteina t alterada (Bramblett et af, 1993).
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La

actividad biolégica de la proteina t depende en gran manera del grado de

hiperfosforilacion que presenta (Johnson and Hartigan, 1998). Mientras la proteina t
normal promueve la agregacion y el mantenimiento de los microtdbulos, la proteina
hiperfosforilada secuestra la proteina normal junto con las proteinas asociadas
normalmente a ésta (MAP1 y MAP2), impidiendo el correcto funcionamiento de la

misma y causando la desunién de los microtdbulos (Li e al, 2004).

Parece ser que el dnico sitio anormalmente hiperfosforilado es la Ser-262, el cual se
cree que estd estrechamente relacionado con la actividad de la proteina t
estabilizando los microtGbulos (Li et al, 2004). Este hecho seria el responsable de la
pérdida de funcionalidad de la proteina y de la disgregacién de los microtabulos,
comprometiendo enormemente el transporte axonal de la célula y por lo tanto
determinard, también, la neurodegeneracion celular (Bramblett et al, 1993). Esto
induce una serie de alteraciones en el citoesqueleto de la neurona que implican la
pérdida de ramificaciones dendriticas y la reducciéon del nimero de estructuras
sindpticas, conduciendo finalmente a la muerte neuronal en distintas regiones

cerebrales (Ishigurot et al, 1991).
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Fig. 3 En la EA la proteina 1 pierde su funcién fisiolégica debido a una anormal
hiperfosforilacién, inducida por, entre otras, la PKA, la MARK quinasa, etc., y a la
hipofuncién de la PP2A Una disminucién de la actividad de la PP2A y una anormal
hiperfosforilaciéon de la proteina T pueden ser los responsables de la presencia de

ovillos neurofibrilares en corteza cerebral.

Segln algunos autores, una de las proteinas implicadas en la fosforilacion de la
proteina 1, es una enzima denominada quinasa de la proteina t de tipo | (Ishigurot et
al, 1991; Planel et al, 2001). La actividad de esta quinasa induciria la agregacién de
la proteina t formando los ovillos neurofibrilares que son de naturaleza insoluble y de
dificil degradacién por accién de enzimas proteoliticos (fige 2). Otras proteinas
implicadas en la fosforilacién de la proteina t, son CaMKII, la PKA, la MARK quinasa,
etc, las cuales también regulan la fosforilacién de la proteina t en condiciones
normales (Bennecib et al, 2001; Gong et al, 2000) (fig 3). La actividad de estas

quinasas, mas concretamente la de la CaMKIl esta regulada por la protein fosfatas lIA
(PP-2A) y en menor grado por la protein fosfatasa | (PP-1), cuya actividad en la EA y
parece que estd comprometida pudiendo ser ésta, otra de las causas de la

hiperfosforilacién de la proteina t (Gong et al, 1995; Gong et al, 1993). Debido a que

la hiperfosforilacion de la proteina t parece darse antes que la agregacién de la



proteina BA, éste se considera uno de los primeros signos de la degeneracién neuronal

en la EA (Rachakonda ef a/, 2004).

2.2. Cambios fisiopatolégicos.

Las alteraciones en los sistemas de neurotransmision estdn estrechamente
relacionadas con los cambios patolégicos estructurales que ocurren en la EA. La
conexion mads evidente entre ambos es la muerte neuronal siendo las neuronas fuente
de neurotransmisores y de sus sistemas de proyeccion (Rang et al, 2003b; Ruiz-Nuro
et al, 1998). Algunos sistemas de neurotransmision no se hallan afectados o el dafo
que sufren es imperceptible, indicando asi un patrén de degeneracion especifico. Es
caracteristico de la EA que un sistema de neurotransmisién pueda verse afectado en
unas areas del cerebro y no en otras. Sucede asi con el sistema colinérgico que se halla
afectado de forma importante en el nicleo basal de Meynert (Rang et al, 2003b)
pero se halla relativamente preservado a nivel de los ndcleos colinérgicos del tronco
encefdlico. Sin embargo, con la progresién de la enfermedad otros sistemas pueden

verse asi mismo afectados.

2.2.1. Alteraciones en los sistemas de neurotransmision. El sistema colinérgico y la

hipétesis colinérgica.

Dado que los cambios mas relevantes en los sistemas de neurotransmision se producen
en el sistema colinérgico, se formulé lo que actualmente se denomina hipdtesis
colinérgica (Jones, 2003; Lane et al, 2004; Terry and Buccafusco, 2003). El déficit
colinérgico presente en la EA es el resultado de la pérdida masiva de neuronas
especialmente en el neocértex y en el hipocampo (DeKosky and Lépez, 1998). Las
terminaciones nerviosas de estas dos dareas se originan en el prosencéfalo basal, es
decir, septo medial, banda diagonal de Broca y niicleo basal de Meynert. La pérdida
de neuronas que se extiende por las dreas citadas, afectard particularmente al ndcleo
basal de Meynert (Rang et al, 2003b).
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Puesto que la etiologia exacta de la EA no es del todo conocida, la hipétesis
colinérgica, se establecié como base para desarrollar una terapia sintomética que
consistiera en potenciar la funcién colinérgica en el sistema nervioso central (SNC)
(Michaelis, 2003). En relaciéon con esta hipétesis, se ha demostrado que en la EA
existen deficiencias en la sintesis de la acetilcolina (ACh), en la actividad de la colina
acetiltransferasa (CAT) y en la recaptacion de colina (DeKosky and Lépez, 1998).
Ademas, se produce una reduccién de la liberacién de ACh asi como una disminucién
de su catabolismo, ya que, en general, la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) se
halla reducida (Lane et al, 2004). A todo ello hay que anadir, ademas, la pérdida de
receptores nicotinicos (Court ef al, 2001) y la alteracién en el sistema de transduccién

de los receptores muscarinicos M; (DeKosky and Lépez, 1998).

Uno de los factores que determinan las lesiones patolégicas que aparecen en el
sistema colinérgico es la actividad de la BA. En los dGltimos afios, algunos estudios
relacionan a la proteina A con la neurotransmision colinérgica actuando como un
potente modulador de la misma (Auld et al, 1998; Kar et al, 1996). Esta funcién
asociada a la BA, se desarrolla de forma totalmente independiente de sus
propiedades neurotéxicas (Auld et al, 1998). Asi, se ha podido demostrar que la BA es
capaz de inhibir la liberacion de ACh, reducir su concentracion intracelular, ademas
de reducir las actividades de la CAT vy la piruvato deshidrogenasa y de disminuir la
recaptaciéon de colina. Parece ser que estos efectos son altamente selectivos y
restringidos a la corteza cerebral y al hipocampo (Kar et al, 1996). La proteina BA es
capaz de bloquear y alterar la respuesta a la estimulacion de los receptores
colinérgicos, ademas de interferir en la expresion de los mismos (Auld et al, 2002) . Es
de interés sefialar que la interaccién de la proteina BA con el sistema colinérgico es de
tipo bidireccional ya que se ha observado que la estimulaciéon de los receptores
colinérgicos puede, a su vez, modificar la formaciéon de esta proteina (ver en el
apartado 3.1.) (Fisher et al, 2003; Gu et al, 2003; Hock et al, 2003; Schoder and
Wevers, 1998).

2.2.2. Otros sistemas neuronales afectados en la enfermedad de Alzheimer.

11



Sin embargo, la EA se puede considerar mas que un desorden colinérgico, puesto que
existen evidencias en las que se pone de manifiesto la interaccién entre el sistema
colinérgico y otros sistemas tales como el monoaminérgico que contribuyen, asi, a la
progresién de la enfermedad (Dringenberg, 2000; Palmer, 1996; Storga et al, 1996;
Umbricht, 2000; White and Cummings, 1996).

Se ha observado que si bien una lesion en las vias colinérgicas induce a una pérdida
cognitiva y a una alteracién en el trazado normal del electroencefalograma (EEG)
(Dringenberg, 2000), ambas alteraciones son mas evidentes cuando otros sistemas de
neurotransmisibn asociados al sistema colinérgico se hallan afectados. La
sintomatologia observada en la EA corresponde a un dafno mucho mds importante
que el que corresponderia a una lesién en las vias colinérgicas, por ello se puede
pensar que en realidad la EA es debida a la alteracion conjunta de diferentes
sistemas de neurotransmision, aunque lo mas relevante sea el dafio a nivel

colinérgico (Dringenberg, 2000).

Existen diferentes datos sobre las alteraciones funcionales y estructurales en los
sistemas monoaminérgicos (Storga et al, 1996), como por ejemplo las que relacionan
al sistema serotonérgico (Buhot et al, 2000), noradrenérgico (Regland, 1993) y
dopaminérgico (Tanaka et al, 2003) con la EA. El metabolismo de la serotonina que
se halla alterado, asi como su recaptacion y su liberacion (Francis et al, 1994),
disminuye a nivel de la corteza cerebral asi como en otras areas del SNC. El nimero
de neuronas serotonérgicas localizadas en el rafe disminuye aunque no de forma tan
significativa como en el caso de las neuronas noradrenérgicas (Yamamoto and
Hirano, 1985; Zweig et al, 1988). Sin embargo, las neuronas serotonérgicas
supervivientes presentan grandes cantidades de ovillos neurofibrilares, hecho que esté
relacionado con la marcada agresividad y depresiéon que presentan algunos enfermos

de EA (Lopez et al, 1996).

Las alteraciones en el sistema noradrenérgico estdn relacionadas con cambios tanto
cognitivos como no cognitivos (Matthews et al, 2002). Analizando la concentracién
de receptores a, adrenérgicos mediante el uso de radioligandos, se ha observado que
la densidad de los mismos, disminuye significativamente tanto en pacientes afectados
por EA como por otras demencias. Ademas, paralelamente a la disminuciéon de los

adrenoreceptores o, existe una reduccion neuronal en el /ocus coeruleus sumadas a la

12



presencia de ovillos neurofibrilares en esa misma localizacién cerebral (Matthews et
al, 2002). En los pacientes con demencia existe una correlacion positiva entre el
comportamiento agresivo y la magnitud de la lesién celular localizada a nivel rostral
del /ocus coeruleus. Por otra parte, la disminucion en la concentraciéon de
noradrenalina correlaciona positivamente con el dafio cognitivo que sufren estos

pacientes.

Existen diferentes datos en relacién con la modificacién que sufre el sistema
dopaminérgico en la EA. Asi se ha descrito que si bien algunos pacientes presentan
sintomas extrapiramidales (Mann et al, 1980), no todos muestran una pérdida de
neuronas dopaminérgicas o lesiones en las mismas (cuerpos de Lewy). Los pacientes
de EA qgue muestran estas alteraciones se les diagnostica enfermedad de Parkinson o
bien demencia por cuerpos de Lewy (lesiones en el area diencefdlica y corteza
cerebral) concomitante a la EA (DeKosky and Ldépez, 1998). Por otro lado, otros
estudios relacionan la EA vy el sistema dopaminérgico (Storga et al, 1996; Tanaka et
al, 2003), dada la sintomatologia esquizofrénica que presentan algunos pacientes

(White and Cummings, 1996).

Segln estudios ante-mortem y post-mortem realizados en cerebros humanos
(Palmer, 1996), la pérdida de la inervacién colinérgica, noradrenérgica vy
serotonérgica a nivel cortical ocurre en los primeros estadios de la enfermedad, por el
contrario la inervacion dopaminérgica se mantiene inicialmente intacta y sélo se
aprecia su alteracién en etapas mas avanzadas de la enfermedad (Palmer, 1996). La
pérdida de inervacién serotonérgica, noradrenérgica (Garcia-Alloza et al, 2004;
Lanctot et al, 2001), dopaminérgica (Meguro et al, 2004; Tanaka et al, 2003) y en
menor grado colinérgica, son mayoritariamente responsables de la sintomatologia no
cognitiva, mientras que el dafio en el sistema colinérgico, estd, en general, mas
relacionado con el déficit cognitivo. Sin embargo, sintomas no cognitivos de la EA
como depresidn, psicosis, comportamiento agresivo, hiperactividad o el
comportamiento errdtico, también estdn relacionados con la lesion del sistema

colinérgico (Minger et al, 2000) aungue en menor grado.

3. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
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A pesar de que se estd llevando a cabo una profunda y amplia investigacion para
llegar a un mejor conocimiento de esta enfermedad, actualmente se dispone de
escasos recursos terapéuticos para su tratamiento (Michaelis, 2003). La hipétesis
colinérgica, ha sido la que mas opciones terapéuticas ha generado basédndose en la
correccion del deterioro cognitivo mediante la manipulaciéon de este sistema de
neurotransmision (Cummings, 2000; Giacobinni, 1998). De todos los fdrmacos
utilizados y sobre los que se ha investigado (Berkeley, 2003; Segura et al, 2003; Terry
and Buccafusco, 2003), los inhibidores de la acetilcolinesterasa (IAChE) son los tnicos
que han demostrado una probada eficacia clinica (Garcia et al, 1998; Michaelis,
2003). Sin embargo, la mejora de los pacientes es sintomatica y los beneficios

obtenidos transitorios.

A pesar de la eficacia clinica de los IAChE en el tratamiento de la EA, existen otros
abordajes experimentales en desarrollo que tienen como objetivo obtener nuevas
dionas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad. Entender la etiologia y la
patogénesis, puede suponer la base del desarrollo de nuevas terapias para disminuir o

frenar el progreso de las lesiones.

3.1. Relacionadas con la inhibicion de la formacién de la proteina [}~

amiloide.
- . La acumulacién de la proteina BA y la formacién
% e~ de placas seniles (fig 4) estdn directamente
- : correlacionadas con la gravedad de la demencia
K e 2 @ y que presentan los pacientes. La cascada de
- o € | procesamiento de la PPA puede dar lugar a la
' Gk produccién de proteina BA;.4, que es el fragmento
Fig 4 Bstructura de PA con mayor toxicidad y el mayor
microscdépica de la placa
senil constituyente de las placas seniles (DeKosky and

Lépez, 1998). El bloqueo de la produccion de la

BAs-42 es, por ello, un objetivo interesante con alto potencial terapéutico en la EA.
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Cémo se ha comentado anteriormente, se conocen al menos tres enzimas (o, By v
secretasa) relacionadas con el procesamiento de la PPA (DeKosky and Lépez, 1998).
La a-secretasa es la responsable del procesamiento no amiloidogénico de la PPA
dando lugar a la formacién de una proteina, SPPAc (fig 5), que presenta
propiedades neuroprotectoras (Hooper and Turner, 2002). La estimulacién de la
actividad de la o~ secretasa (estrégenos, testosterona, diversos neurotransmisores y
factores de crecimiento ademds de los IAChE), disminuyendo el metabolismo
amiloidogénico de la PPA e incrementando la sintesis de un factor de
neuroproteccion como la sPPAc, puede suponer una aproximacion terapéutica

alternativa al tratamiento de la EA (Hooper and Turner, 2002).

Ademas de la inhibicién en la formacién de placas mediante la estimulacién de la via
no amiloidogénica del procesamiento de la PPA, el uso de anticuerpos especificos
para bloquear la actividad patolégica de la proteina parece ser otra opcidn
terapéutica (Bard et al, 2000; Helmuth, 2000). Se ha demostrado que la
inmunizacién en ratones transgénicos que sobreexpresan una de las formas mutantes
asociadas a la EA del PPA humano, disminuye la formacién de placas e induce la
eliminacién de las ya existentes (Bard et al, 2000; Broytman and Malter, 2004). En
este mecanismo estaria implicada la activacion de las células de la microglia por
parte de los anticuerpos frente a la proteina BA (Dudal et al, 2004; Ferrer et al,
2004). Los ensayos clinicos con pacientes humanos que habian desarrollado en un
grado moderado la EA, no mostraron ninguna reaccién adversa significativa en la
fase I, mientras que se observaron algunos casos (5%) de reaccién inflamatoria en el
SNC (meningoencefalitis aséptica) durante la fase Il (Nicoll et al, 2003). Los esfuerzos
por desarrollar una vacuna para la EA basada en la administracion de anticuerpos
contra la BA han dado, por lo tanto, resultados controvertidos (Monsonegro and

Weiner, 2003; Morgan et al, 2000; Weiner and Selkoe, 2002).
Existen numerosos datos bibliograficos que relacionan directamente la actividad de

los receptores nicotinicos y muscarinicos asi como la de la AChE con cambios en la

capacidad neurotéxica de la BA.
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Los agonistas nicotinicos (fig 5) atendan la toxicidad inducida por la proteina BA en
cultivos neuronales, efecto que parece estar mediado especificamente a través de su
interaccion con los receptores nicotinicos (Liu and Zhao, 2004). La tacrina ha
probado ser capaz de atenuar la toxicidad inducida por la BAys.3s en cultivos
celulares mediante un mecanismo que parece estar relacionado con los receptores
nicotinicos (Svensson, 2000). Asi mismo la huperzina A ha mostrado poseer la
capacidad de disminuir la toxicidad inducida por la BA;.40, /in vivo, reduciendo la

pérdida de CAT y la neurodegeneracion celular (Wang and Zhang, 2001).
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Otra manera de influir sobre el procesamiento de la proteina BA es el uso de los
agonistas muscarinicos (fig 5), para activar directamente dichos receptores y el uso
de los IAChE, mediante un mecanismo de accién indirecto, a través de la regulacién
del procesamiento y secrecion de la PPA (Fisher et al, 2003). Asi, la estimulacién
colinérgica de los receptores muscarinicos M; y M; produce un aumento en la
secrecion de PPA /n vitro (Qiu et al, 2003) vy la inhibiciéon a largo plazo de las
colinesterasas (ChE) parece potenciar el procesamiento normal de la PPA en el
cerebro de pacientes con EA, debido a dos factores, por un lado al aumento de los
niveles sindpticos de ACh (Giacobini and Becker, 2004), y por otro debido a que la
actividad de los IAChE, como la tacrina o la fisostigmina, aumentan la liberacién de
PPA (Mori et al, 1995).

Se ha observado que la enzima AChE (fig 5) se encuentra presente en los depédsitos

de proteina BA en la EA (Alvarez et al, 1998). Parece claro que esta enzima puede
acelerar la formacién de la proteina BA cémo un potente agente amiloidogénico
(Inestrosa and Alvarez, 1996), y jugar un papel muy importante en su deposicion en
los cerebros de pacientes con EA, hecho que estd relacionado con la activaciéon del
locus periférico de la enzima (Campos et al, 1998; De Ferrari et al, 2001). Esto implica
que la inhibicién del sitio periférico de la AChE podria disminuir la deposicion de
proteina BA vy por lo tanto la formacién de placas seniles lo que conduciria a frenar la
progresion de la enfermedad. En este sentido, la utilizacién de ligandos capaces de
interactuar simultGneamente con el sitio cataliticoo y el sitio periférico, supondria una
ventaja sobre el uso de cualquier otro inhibidor de la AChE conocido. Estos ligandos
de accién dual presentarian una mayor potencia inhibidora sobre la enzima debido a
su mayor afinidad por ésta y en consecuencia debido a una mayor eficacia en el
tratamiento de la sintomatologia de la EA y su mayor capacidad para retrasar el

proceso de neurodegeneracion.

3.2, Relacionadas con la inhibicion de la formacion de los ovillos

neurofibrilares.

La hiperfosforilacion anormal de la proteina t contribuye a su propia agregacion, que

a su vez, estd correlacionada con la severidad de la demencia. Los posibles
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tratamientos para reducir la formacién de ovillos neurofibrilares incluyen la inhibicién
de varias quinasas implicadas en la fosforilacion de la proteina t (Gong et al, 1995;

Bennecib ef al, 2001).

La memantina, un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), parece
ser que reduce el deterioro clinico observado en casos moderados-leves de EA, al
inhibir la actividad de las quinasas implicadas en la hiperfosforilacién de la proteina t
(CaMKIl, PKA, etc.) a través de la modulacion de la actividad de la PP-2A.
Memanatina y PP-2A inhibirGn y revertiran la degeneraciéon neurofibrilar, inducida
por la hiperfosforilacién de la proteina t (Li et al, 2004). Todo ello conduce a una
mejora sintomatolégica que puede ser (til tanto para el tratamiento de la EA como

de otras enfermedades relacionadas con la hiperfosforilacion de la proteina 1.

3.3, Relacionadas ¢con la inhibicion del estrés oxidativo.

Se ha sugerido que el estrés oxidativo juega un papel crucial en la fisiopatologia de la
EA ya que se ha observado un aumento en la concentracién de productos de la
oxidacion proteica y de la peroxidacion lipididca en los tejidos post-mortem de sujetos
con EA (Ames and Shigenaga, 1992). Ello es debido, posiblemente a un aumento de
formacién de radicales libres méas que a una disminucién de la actividad de los
mecanismos antioxidantes del propio organismo (Parker and Davis, 1998).
Corroborando el papel de la oxidaciéon en el desarrollo de la enfermedad, se ha
observado que ciertos compuestos antioxidantes pueden atenuar el estrés oxidativo
provocado por la proteina BA. Asi la selegilina, un inhibidor de la monoamino
oxigenasa (MAO) con propiedades antioxidantes y la vitamina E, administradas
juntas o por separado, parecen retrasar el avance de la enfermedad (Sano et al,

1997).

Algunos estudios han relacionado a los estrégenos, que presentan ciertas propiedades
antioxidantes, con un inferior riesgo de sufrir EA en mujeres post-menopdusicas
(Dubois and Deweer, 1998). En la actualidad se estdn llevando a cabo estudios a
largo plazo para determinar la capacidad de estos compuestos para cambiar el curso
de la enfermedad (Cyr et al, 2000; Vaffe et al, 1998).
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3.4. Relacionadas con la inhibicion de la inflamacién.

Se ha demostrado que existen cambios inflamatorios en el cerebro de los enfermos
afectados por la EA (Garcia-Menéndez et al, 2002). Asi existe un aumento de la
concentracion de citoquinas pro-inflamatorias y proteinas del complemento, ademas
de la presencia de la microglia activada (Chao and Hu, 1998). Datos epidemiologicos
indican que el uso de fdrmacos antiinflamatorios esteroideos, como la prednisona y de
antiinflamatorios no esteriodeos (AINE) como el ibuprofeno, estd asociado a una
disminucién del riesgo de la EA. Algunos AINE como el ibuprofeno (Tabet and
Feldman, 2003) o el flubiprofeno (Eriksen et al, 2003), han dado muestras a nivel
experimental, de reducir la formacién de la BA ;4 limitando la produccién de las
placas seniles en ratones que sobreexpresan genes mutantes que causan la EA (Yan et
al, 2003) y la activacion de la microglia de forma generalizada. No obstante,
aunque la accién antiinflamatoria de estos AINE es debida a la inhibicién de la
cicloxigenasa (COX) y esta enzima parece ser que es responsable de la exacerbacion
de la neuropatologia de la BA (Qin et al, 2003), el bloqueo de la formacion de la Bas-
4 se realiza de forma directa sin la intervencién de la COX, posiblemente mediante la

inhibicién de la y-secretasa (Lim et al, 2000).

3.5. Relacionadas con la actividad hormonal.

Varios estudios epidemiolégicos sefialan la posibilidad de que los estrégenos mejoren
la funcién cognitiva y disminuyan el riesgo de sufrir EA en mujeres post-menopdusicas
(Cyr et al, 2000; Vaffe et al, 1998). Los estrégenos estimulan la actividad de la CAT,
participan en la sefalizacién de las vias en las que interviene el factor de crecimiento
neuronal (NGF), mantienen la estructura de las sinapsis, aumentan el flujo sanguineo
cerebral, estimulan la via no amiloidogénica del procesamiento de la PPA vy
disminuyen la formacién de proteina A, todo ello in vitro (Xu et al, 1998). Ademas
algunos estudios han demostrado que los efectos neuroprotectores de ciertos
estrégenos (17 P-estradiol), podrian estar mediados por el subtipo o7 del receptor

nicotinico (Svensson et al, 1997).
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Se ha descrito, ademas, un efecto alostérico, sobre los receptores nicotinicos, por parte
de los estroégenos. Asi, se ha observado que la presencia de 17 -estradiol potencia la
liberacién de ACh debido a su accién sobre los receptores nicotinicos. Este efecto, que
parece darse de forma rapida y eficaz (Curtis et al, 2002), puede ser comparable al
efecto alostérico que presentan algunos IAChE sobre los receptores nicotinicos y del

que se haré referencia mas adelante.

Pero ademas, se ha demostrado que también la testosterona podria ejercer un papel
protector en el avance de la enfermedad (Tan and Pu, 2003). De esta manera se
sugiere, que la testosterona modula la funcién cognitiva a través de un incremento
de la liberacién de ACh y una regulacién positiva de la expresion de los receptores
nicotinicos. Tras la administraciéon de testosterona, y mediante la utilizacién de
pruebas de medicion de la capacidad cognitiva, se puede observar una mejora del

déficit cognitivo en pacientes con Alzheimer de tipo leve-moderado.

4. COMO SE VE AFECTADO EL SISTEMA COLINERGICO POR LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tal cémo se ha comentado en el apartado 2.2.1,, la estrategia terapéutica basada en
la hipétesis colinérgica constituye el principal punto de intervencién farmacolégica en
la EA (Minger et al, 2000). Si bien a nivel experimental, la administracion de
agonistas muscarinicos y nicotinicos han dado lugar a mejoras de la funcién del
sistema colinérgico y a disminuciones de la sintomatologia asociada a la EA (Dani,
2001; Fisher et al, 2003; Larazeno et al, 2002; Woodruff-Pak and Santos, 2000), los
IAChE, representan actualmente la estrategia terapéutica que mejores resultados ha
proporcionado. A continuacién se discute de forma detallada el papel de las distintas

dianas colinérgicas en el tratamiento de la EA.

4.1. Los receptores muscarinicos.

Se han descrito cinco tipos de receptores muscarinicos, del M; al Ms, todos ellos del tipo

metabotrépico acoplados a proteinas G con una localizaciéon y una funcién especifica
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(Rang et al, 2003a). De los cinco subtipos de receptores muscarinicos, los M, y los M3
median la mayor parte de las respuestas periféricas, aunque los M, se localizan
también a nivel central. Mientras que los receptores M; son mayoritariamente de tipo
post-sindptico y estimulan la liberacién de diferentes neurotransmisores, los receptores
de tipo M,, que actiian cémo autorreceptores, estan localizados a nivel pre-sinaptico
ejerciendo un efecto de retroalimentacién negativa sobre la liberacién de ACh
(Bartolomeo, 2000; Rang et al, 2003a). La distribucion del resto de los receptores

muscarinicos parece ser mas limitada y sus funciones no tan conocidas.

Los receptores M; son los mds abundantes en el sistema nervioso central y se hallan
localizados preferentemente en el neocértex, hipocampo, sustancia nigra y estriado
en particular y en dreas cerebrales asociadas con procesos de memoria y cognicién en
general. Su implicaciéon en los procesos de memoria y cognicién ha potenciado la
basqueda de farmacos agonistas con un alto indice de selectividad (Bartolomeo,

2000; Larazeno et al, 2002).

En la EA los receptores M; permanecen inalterados mientras que los receptores M,,
sobretodo a nivel de cértex frontal, muestran una significativa reduccién en cuanto a
namero (DeKosky and Lépez, 1998). Sin embargo se ha observado que algunos
pacientes con EA, de forma excepcional, muestran una sobrexpresion de los
receptores muscarinicos M, a nivel del cértex frontal y del cértex temporal (Lai et al,
2001). En estos casos se ha descrito una sintomatologia psiquidtrica asociada a la
enfermedad. Como consecuencia, la administracién de antagonistas muscarinicos M,
pueden reducir la sintomatologia psicética en estos pacientes (Bodick et al, 1997). En
otros casos en que no se observa una sobreexpresion de los receptores M,, la
administracién de ciertos fdrmacos con actividad antimuscarinica, como los que se
prescriben en la enfermedad de Parkinson para el control de los temblores, pueden
inducir la apariciéon de signos de demencia en estos enfermos (Perry et al, 2003). Se
cree en la posibilidad de que la administracién de estos fdrmacos en pacientes de

Parkinson, puede incrementar la deposicion de placas seniles (Perry et a/, 2003).

Los receptores M; se han relacionado con los tres aspectos mas relevantes en la
fisiopatologia de la EA: a) la deposicion del péptido BA; b) la hiperfosforilacion de la
proteina t y posterior formacion de los ovillos neurofibrilares y ¢) la pérdida de la

funcién cognitiva por alteracién colinérgica (Fisher et al, 2003; Login, 1996). Asi se ha
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demostrado que los agonistas M; incrementan la secrecién de la PPA debido a la
activacion de la a-secretasa y a la inhibicién de la via de la y-secretasa, reduciendo

de este modo la formacién del BA y mejorando la funcién cognitiva en modelos
animales (Fischer et al, 2000; Fisher et al, 2003). Los agonistas M; pueden, también,
inhibir la actividad neurotéxica de la BA bloqueando la capacidad que tiene dicha
proteina para activar enzimas relacionadas con importantes funciones celulares y que
pueden inducir la muerte neuronal (Fisher et al, 2003; Gu et al, 2003; Hock et al,
2003).

Existe un nuevo grupo de farmacos alostéricos que se unen a un sitio distinto al de la
ACh en el receptor muscarinico, incrementando la afinidod o la eficacia del
neurotransmisor por dicho receptor muscarinico (Larazeno et al, 2002). A pesar de
ello, la eficacia real de los agonistas muscarinicos M, en los pacientes de EA queda por

determinar (Messer, 2002).

Sin embargo una alternativa al uso de los agonistas muscarinicos M,, es el uso de
antagonistas de los receptores M, pre-sindpticos que podrian, asi mismo, representar
una opcioén terapéutica para el tratamiento de la EA dado que el bloqueo de la
actividad de estos autorreceptores da lugar a un incremento en la liberacién de ACh.
Se ha observado, en estudios in vivo (Lachowicz et al, 2001), que el compuesto SCH
72788 induce un incremento en la liberacién de ACh en cultivos celulares de células

ovdricas de hamster (COH) que expresan receptores muscarinicos M, humanos.

4.2. Los receptores nicotinicos.

Los receptores nicotinicos (fig 6) son de tipo ionotrépico y estdn formados por

diferentes subunidades o, 3, d y v, siendo la subunidad a la encargada de reconocer
al agonista endégeno, la ACh (Rang et al, 2003a). Las diferentes subunidades que
forman el receptor y su distribucion en el mismo, determinan el subtipo de receptor y

con ello sus diferentes caracteristicas farmacolégicas.

A nivel del sistema nervioso central, los receptores nicotinicos se hallan ampliamente
distribuidos y aunque se conoce su localizacién y se han podido caracterizar diferentes

tipos de receptores, queda adn por determinar de forma mdés detallada su
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importancia en la neurotransmisién colinérgica y en otros procesos neuronales. Si bien
se localizan tanto a nivel presinGptico como postsindptico, en todos los casos los
receptores nicotinicos favorecen la liberacién del neurotransmisor al espacio sindptico.
En la EA se ha observado que el nimero de receptores nicotinicos se reduce de forma

significativa sea cual sea su localizacién (Benzi and Moretti, 1998).

Synaptic cleft
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Fige. 6 Esquema del receptor nicotinico, dénde se
observan los sitios de unién a la ACh y el sitio
alostérico cuya estimulacién potencia la actividad
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Existen numerosos datos relacionados con los receptores nicotinicos y su papel en
desérdenes neurodegenerativos (Martin-Ruiz et al, 1999; Pauly, 1998; Woodruff-Pak
and Santos, 2000). Asi, en determinaciones postrmortem (Levin and Rezvani, 2002),
se ha establecido de forma clara la disminucién de receptores nicotinicos en pacientes
con EA, enfermedad de Parkinson y otra clase de demencias. Ademas, estudios
experimentales realizados en cultivos celulares han demostrado la capacidad
neuroprotectora de estos receptores, efecto que parece estar mediado por el receptor
nicotinico del tipo a7 (O Neill et al, 2002; Dajas-Bailador et al, 2003; Dani et al,
2004). Varios grupos han observado un efecto neuroprotector inducido por la
nicotina, en cultivos primarios de neuronas corticales de cerebelo y estriado (Donnelly-
Roberts et al, 1996; Minana et al, 1998); estos efectos neuroprotectores se revirtieron
total o parcialmente en presencia de inhibidores de los receptores nicotinicos como la
mecamilamina o el hexametonio. La proteccién inducida por los agonistas nicotinicos

es concentracion y tiempo dependiente.

Dado la relevante funcién de estos receptores en los procesos de neuroproteccién y en
la actividad del sistema colinérgico, se han desarrollado nuevos compuestos con el fin
de obtener alternativas terapéuticas para el tratamiento de la EA (la relacién entre
los receptores nicotinicos a7 y a4Pf2 con los mecanismos de la memoria, esta
ampliamente demostrada (Hogg and Bertrand, 2004)). En este sentido, el estudio de
compuestos alostéricos de los receptores nicotinicos con el fin de potenciar la accién de
la ACh sobre dicho receptor, parece ofrecer nuevas posibilidades terapéuticas.
Aunque existen diferentes compuestos que han demostrado dar lugar a un efecto
alostérico sobre los receptores nicotinicos (Krause et al, 1997; Zwart et al, 1995; Zwart
and Vijverberg, 1997) como el nefiracetam (Campos et al, 1998; Narahashi et al,
2003), un nuevo farmaco disefiado para el tratamiento de la EA y otras demencias,
los IAChE siguen siendo los fadrmacos de eleccién en este aspecto, asi la galantamina
aumenta la eficacia de la respuesta del receptor nicotinico al estimulo de la ACh
(Arias et al, 2000; Geerts et al, 2002). Ello se pone de manifiesto con un aumento
del nimero de despolarizaciones inducidas por el agonista endégeno (ACh) y en el

ndmero de aperturas del canal de dicho receptor (Dajas-Bailador et al, 2003).
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Los tratomientos experimentales basados en la administracién de farmacos que
potencian la actividad nicotinica, mejoran claramente la disfuncién cognitiva
observada en la EA. El uso de estos farmacos en otras enfermedades similares, en
algunos aspectos a la EA, tales como la esquizofrenia, el déficit atencional y el
desorden hiperactivo, también han inducido una mejora en la sintomatologia (Levin

and Rezvani, 2002).

A todo ello cabe afadir ademas que la estimulacion de los receptores nicotinicos esta
también relacionada con una disminucién de los dep6sitos de placas seniles en el SNC,

bloqueando, de forma indirecta, la accién de la y-secretasa (Utsuki et al, 2002).

4.3. La acetilcolinesterasa. Farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa.

En los vertebrados, existen dos tipos principales de colinesterasas (ChE), la AChE y la
butirilcolinesterasa (BuChE). Ambas son similares en su estructura molecular, pero
presentan distinta distribucién, especificidad de sustrato y funcion. Ambos tipos
constan de subunidades cataliticas globulares que constituyen las formas solubles que
se encuentran en el plasma (la BuUChE) y en el liquido cefalorraquideo (la AChE). En
otras zonas, las unidades cataliticas de la AChE, estdn unidas a proteinas de tipo
coldgeno o glucoproteinas, mediante las cuales se fijan a la membrana celular o a la

membrana basal (Rang et al, 2003a).

En las sinapsis colinérgicas, la AChE se puede hallar fijada tanto a la membrana basal
de la hendidura sindptica como en forma soluble, y tiene como funcién hidrolizar la
ACh liberada. La forma soluble se halla también presente en el plasma (Tayebati et
al, 2002), vy la forma fijada a la membrana, en los eritrocitos, donde ejerce una

funciéon todavia desconocida ((No authors listed), 2004).

La BuChE tiene una amplia distribucion y se encuentra en tejidos como el higado,
cerebro, masculo liso gastrointestinal y en el plasma. Es menos especifica en cuanto a
substrato que la AChE y su funcién no es del todo conocida aunque actualmente se
cree que su papel ha sido infravalorado al considerar que su inhibiciéon tan sélo
producia efectos colinérgicos periféricos. Recientemente se ha probado que la BUuChE

tiene ademds una importante funcion en la hidrélisis de la ACh en el SNC, lo cual
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podria conferir a esta enzima un papel mucho méas amplio en la neurotransmisién

colinérgica de lo que se pensé inicialmente (Geula and Darvesh, 2004)

Se sabe que el locus activo de la AChE contiene una serina activa que es parte de
una triada catalitica, Glu-His-Ser que no es accesible directamente desde la superficie
de la proteina sino que esté situado a unos 20 A de profundidad, al final de una
larga y estrecha cavidad denominada garganta catalitica (Szegletes et al, 1998;
Szegletes et al, 1999). Considerando que la AChE es una de las enzimas mas rapidas
que se conocen (Mendelson et al, 1998), este hecho es sorprendente ya que pareceria
limitar el paso de sustratos.L.a AChE y la BUChE difieren en el volumen del sitio
catalitico dénde se acomoda el sustrato, siendo mas grande en el caso de la BuChE, lo
cual explicaria el hecho de que la AChE hidrolice la ACh pero no la butirilcolina
(BuCh), mientras que la BUChE puede hidrolizar ambos sustratos asi como diversos

ésteres mas.
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Fig 7 Estructura de la AChE. En el
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catalitico donde se hidroliza la ACh y
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La AChE y la BuChE pertenecen al grupo de enzimas de las serina-hidrolasas. El sitio

catalitico (fig 7) de la AChE tiene dos regiones diferentes: una aniénica que posee un

residuo glutamato y otra esterasica con un grupo imidazol de la histidina y uno OH-
de la serina. Cuando la hidrélisis tiene lugar, el grupo acetilo de la ACh es transferido
a la serina, dejando la enzima acetilada y una molécula libre de colina. La hidrdlisis
espontdnea del grupo acetil-serina se da rapidamente. Los IAChE tienen grupos
béasicos que se fijan al lugar aniénico de la enzima mientras que otros grupos pueden
fijarse al sitio esterasico. La AChE hidroliza también a los IAChE pero a una velocidad
muy lenta en comparacién con la velocidad de hidrélisis de la ACh que tiene lugar en
milisegundos. La velocidad de hidrélisis de los IAChE sera del orden de minutos, horas,
diaos o incluso semanas en funcién del compuesto, siendo esta la base para su

clasificacion.

Existen inhibidores como el propidio y la toxina fasciculina, que no penetran en el sitio
catalitico si no que se unen al sitio periférico localizado en la entrada de la garganta

catalitica (fig 7). Finalmente, algunos inhibidores se unen simultGdneamente al sitio

catalitico y al periférico, como por ejemplo el compuesto biscuaternario BW284c¢51
(Costagli and Gailli, 1998). Ambos sitios de la enzima poseen residuos que contribuyen

de forma importante a la unién de los ligandos.

Se han descrito numerosas isoformas de la AChE siendo la forma globular tetramérica
G4 unida a membrana, la predominante en el cerebro (80%), existiendo ademas
una pequena cantidad de la forma monomérica Gi. En la EA se da una pérdida
selectiva de la forma G4 en zonas de la corteza cerebral e hipocampo, induciendo
una alteraciéon en la proporcién de ambas isoformas dando lugar a un predominio de

la forma Gi1 (Siek et al, 1990).

Parece ser que en el proceso normal de envejecimiento, no existe una disminucién
significativa en la actividad de la AChE en la corteza cerebral. Sin embargo, en
pacientes con EA si existe una importante disminucién en la concentracién de AChE,
ademas la proporcion AChE/BUChE se ve, asi mismo, alterada durante el progreso de
la enfermedad. Se ha comprobado la presencia de una correlacién positiva entre la
pérdida de la actividad de la AChE y la gravedad de la demencia (Ibach and Haen,
2004). En la EA la actividad de la AChE disminuye hasta niveles tan bajos como el
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10-15 % de los valores normales, mientras que la BUChE permanece inalterada o

incluso incrementa su actividad hasta un 20% (Arendt et al, 1992).

Por otro lado se ha observado que en cerebros humanos y en los de ratones
transgénicos modificados (Mufioz and Inestrosa, 1999), la AChE acelera la formacién
de las placas seniles y este efecto parece estar directamente relacionado con la
activacion del llamado sitio periférico localizado por encima del sitio activo (Inestrosa
and Alvarez, 1996; Muiioz and Inestrosa, 1999). Esta accién no-colinérgica, explica que
a la AChE se le haya asociado una potencial citotoxicidad tanto sobre las células
gliales como sobre las neuronales. La observacion de la condensacion cromosémica en
presencia de determinadas concentraciones de AChE purificada, y en distintas
condiciones, indica que la muerte celular por apoptosis es también resultado de la
accion de la AChE. (Calderén et al, 1998).

Teniendo en cuenta que las placas seniles estdn compuestas principalmente por A;-40
y BAi42 se ha estudiado también como este factor puede influir en la actividad
proamiloidogénica de la AChE. Parece ser que los agregados formados por BA;4
incrementan su capacidad neurotéxica en presencia de la AChE y la citotoxicidad
producida por los agregados de BA;.40 depende de la concentracién de la AChE unida

al complejo, de tal manera que cuanto mayor sea la concentracion de la enzima mas

toxicos serdn los complejos (Munoz and Inestrosa, 1999).

Dados todos los procesos en los que estdn implicados los IAChE, la eficacia de éstos en
el tratamiento de la EA parece no estar Gnicamente relacionada con su actividad
como inhibidores de la enzima AChE (Narahashi et al, 2003), en consecuencia, la
funcién de estos farmacos se analiza actualmente bajo tres aspectos: a) su actividad
anticolinesterésica, b) su actividad alostérica sobre los receptores nicotinicos y ¢) su
capacidad para bloquear el locus periférico que interviene en el proceso de
agregacion de la proteina BA. Asi pues, si bien el uso de los IAChE en la terapia
farmacolégica de la EA no detiene el deterioro cognitivo, se ha demostrado que su

uso proporciona un notable beneficio en los enfermos de Alzheimer.

4.3.1. Principales anticolinesterdsicos usados en el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.
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Actualmente los IAChE representan la aproximacion terapéutica mas estudiada y la
que ha proporcionado los dGnicos farmacos admitidos por las agencias de
medicomentos para el tratamiento de la EA: la tacrina (Cognex®), el donepecilo
(Aricept®), la rivastigmina (Exelon®) y la galantamina (Reminyl®) (Alzheimer’s
Association, 2003). Cabe destacar que entre los distintos IAChE que se encuentran en
fase de estudio se halla también la huperzina A, un alcaloide natural que se extrae
del licopodio Huperzia serrata. La huperzina A ha sido utilizada en la medicina
tradicional china durante mucho tiempo debido a sus efectos beneficiosos sobre las

funciones cognitivas (Tang et al, 1989).

La taerina, 1,2,3,4-tetrahidro-9-aminocriding, fue el primer faGrmaco aprobado para

el tratamiento de la EA. Se ha demostrado que este compuesto facilita los procesos
de memoria en pacientes con EA, sin embargo, se requieren dosis elevadas para su
eficacia terapéutica y su pauta de administracion es de 4 veces al dia. Todo esto junto
con el hecho de que la tacrina al inhibir por igual la AChE y la BUChE hace que se
presenten importantes efectos indeseables (alteraciones gastrointestinales vy

hepatotoxicidad), es la causa del uso limitado de este farmaco (Pang et al, 1996).

Se ha demostrado que la tacrina, ademas de actuar como IAChE, interacciona con los
receptores muscarinicos, presentando una afinidad muy similar por los de tipo M; y M,
(Svensson et al, 1996; Zhao and Tang, 2002). De entre los receptores muscarinicos, el
subtipo M; tiene un papel especialmente importante en la EA debido a su relacion
con las alteraciones patolégicas mds importantes de la enfermedad (Birdsall and
Nathanson, 2001; Bodick et al, 1997; Login, 1996). La activaciéon de este receptor por
parte de la tacrina (De Boer and Abercrombie, 1996), incrementa la secrecién de la

PPA via activacion de la a-secretasa, disminuye la formacién de la A mediante la

inhibicion de la y-secretasa e inhibe el efecto negativo del estrés oxidativo

responsable, también de la muerte celular (Fisher et al, 2003).

Se ha podido observar también que tras la administraciéon de tacrina a pacientes con
EA se produce un incremento en la densidad de receptores nicotinicos (Nordberg et
al, 1992). A parte de este efecto sobre los receptores nicotinicos algunos autores han
demostrado la capacidad de la tacrina para potenciar de forma alostérica el citado

receptor (Zwart et al, 2000), sin embargo en este punto existe mucha controversia.
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El donepezilo es una benzilpiperacina que ha desplazado en su uso a la tacrina. Es,

asi mismo, un inhibidor reversible de la AChE pero con una accion mas selectiva
disminuyendo, asi, su efecto sobre la BuChE (Ruiz-Nuio et al, 1998). Sus
caracteristicas farmacolégicas hacen que presente menos efectos indeseables y su
mayor tiempo medio de eliminaciéon hace que sélo sea necesaria una administracion
al dia del farmaco (Arenas and Gou, 1998). Resultados experimentales han
demostrado que el donepezilo activa de forma directa los receptores nicotinicos
(Zhang et al, 2004) de manera que puede tener interés debido a la relaciéon que la
activacion de estos receptores tiene con los efectos neuroprotectores y tréficos sobre la

poblacién neuronal (De Ferrari et al,, 2001).

La rivastigmina, pertenece al grupo de los carbamatos los cuales inhiben la AChE

uniéndose directamente al sitio activo con una cinética reversible lenta, actuando
durante un tiempo aproximado de 10 horas (IAChE de accion media). Se ha
observado que el modo de accién y el metabolismo de la rivastigmina hacen poco
probable las interacciones con otros fadrmacos, lo cual es de especial interés en
pacientes de edad avanzada puesto que suelen recibir tratamientos farmacolégicos
concomitantes. Los efectos adversos mas relevantes tienen lugar a nivel
gastrointestinal y desaparecen con administraciones sucesivas del farmaco (Salud,

1999).

La galantamina es un alcaloide terciario obtenido actualmente por simtesis, pero

originariamente derivado de los bulbos de la campanilla de invierno (Galanthus
nivalis) y de varias especies de narcisos. Este cmpuesto es menos potente que los
demés IAChE mencionados, pero a la vez muestra menos efectos indeseables. La
galantamina es una molécula que actda en el sistema colinérgico a diferentes niveles.
Aumenta la disponibilidad sindptica de ACh al inhibir de forma competitiva y
reversible la AChE (Bores et al, 1996). Su selectividad por la AChE es 50 veces superior
que por la BuChE (Thomsen et a/, 1991). La galantamina puede, asi mismo, potenciar
la respuesta de la ACh (Maelicke et al, 2001; Samochocki et al, 2000), mediante la
modulacién alostérica del receptor nicotinico, siendo éste un efecto independiente de
la inhibicién de la AChE (Maelicke et al, 2001). El receptor nicotinico presindptico se
hace mas sensible a la ACh y se amplifica su respuesta. Los moduladores alostéricos de

los receptores nicotinicos, como es el caso de la galantamina, evitan el problema de la
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desensibilizacion de los receptores nicotinicos inducida por los agonistas nicotinicos v,
en consecuencia, el desarrollo de la tolerancia y disminuciéon de la eficacia clinica

(Samochocki et al, 2000).

La galantamina previene la apoptosis inducida por la tapsigargina (un inhibidor
irreversible de la bomba ATPasa calcio-dependiente del reticulo endplasmético),
mediante un efecto neuroprotector que parece estar asociado a receptores a7 (Arias
et al, 2000). El tratamiento créonico de las células con concentraciones
neuroprotectoras de galantamina induce una sobreexpresidon de receptores a7 y de la

proteina antiapoptética Bcl-2.

También en relacion a su capacidad neuroprotectora, se ha observado que el
tratamiento con NGF o con galantamina, previene o mejora el progreso
neurodegenerativo secundario al déficit de NGF (Capsoni et al, 2002). Asi mismo, en
ratas sometidas a isquemia cerebral global con reperfusién, se ha descrito que el
tratamiento post-isquémico con galantamina permitié la recuperacién de la

capacidad de aprendizaje respecto a los animales no tratados (lliev ef al, 2000).

Cémo se ha puesto de manifiesto, la galantamina presenta una relevante accién
sobre los receptores nicotinicos, pero se ha podido observar que no induce respuesta
alguna al interaccionar con los receptores muscarinicos (Samochocki et al, 2003). Este
efecto se ha observado en cinco lineas celulares cada una de ellas expresando uno de
los cinco tipos de receptores muscarinicos (M-Ms), confirmdndose que la galantamina

no alteraba la actividad de ninguno de ellos (Samochocki et al, 2003).

La huperzina A, es una amina de origen natural (Tang and Han, 1999), que se

extrae del licopodio Huperzia serrata, utilizada en China durante muchos afios para
el tratamiento de diversas enfermedades. Se trata de un inhibidor reversible, potente
y selectivo de la AChE, que se absorbe rapidamente y que penetra con facilidad en el
SNC. En comparacién con la tacrina o el donepezilo, la huperzina A tiene un tiempo
de accién mayor y un mejor indice terapéutico (Tang and Han, 1999). Ademés, ha
demostrado producir una mejora en los procesos cognitivos de pacientes de Alzheimer
sin inducir efectos colinérgicos periféricos importantes a dosis terapéuticas. Una de las
caracteristicas mas destacables es que este compuesto reduce la muerte neuronal

inducida por glutamato (Zangara, 2003) mostrando asi, un efecto neuroprotector.

31



La potenciaciéon a largo plazo o potenciacion duradera en el hipocampo, es una
forma de plasticidad sindptica prolongada en el tiempo la cual se cree que es un
modelo simple de cierta forma de aprendizaje y memoria (Bliss and Collindrige,
1993). Su induccidon, en la regién hipocampal CAl, se lleva a cabo a través de vias
glutamatérgicas, especialmente a través de los receptores de la NMDA (Collindrige,
1985), aunque también estd modulada por la acciéon de la ACh (Hirotsu et a/, 1989) y
el GABA (Wingstrom and Gustafsson, 1985). Tras la administracién del fragmento
AP33s (fragmento perteneciente al dominio activo de la AB) (Pike et al, 1995) se
observa una marcada supresion de la potenciacion a largo plazo a nivel de la region
CA1 en el hipocampo. Este efecto fue marcadamente revertido gracias a la presencia
de la (-)huperzina A, mostrando asi una capacidad neuroprotectora frente a la

actividad de la Ap (Ye and Qiao, 1999).

Ademaés la huperzina A también muestra un efecto neuroprotector frente a la
actividad oxidante del peréxido de hidrégeno (Xiao et al, 1999), que la relaciona con
la capacidad de prevenciéon del darfo oxidativo que se produce en la EA. Se ha
observado el efecto neuroprotector de la huperzina A frente a la actividad oxidante
de otro fragmento de la A, el fragmento A,s-35 (Xiao et al, 2000). Ello concluye en
que la huperzina A muestra un significativo efecto neuroprotector frente a la
actividad téxica que la AP} induce sobre las neuronas, muy probablemente a través

de una actividad antioxidante.

Se han realizado muy pocos estudios relacionados con la actividad directa de la
huperzina A sobre los receptores colinérgicos. Por los resultados obtenidos se puede
considerar a la huperzina A como un IAChE puro debido que poco o ninglin efecto
tiene este fGrmaco ni sobre los receptores muscarinicos (Alcald et al, 2003) ni sobre los

nicotinicos (Fayuk and Yakel, 2004).

4.3.2. Efectos de los anticolinesterdasicos sobre otros sistemas de neurotransmisién.

Aunque la accién principal de los fdrmacos anticolinesterdsicos es la inhibicién de la

degradacion de la ACh, existen otros factores que contribuyen a la eficacia clinica de

estos farmacose Diversas evidencias experimentales y clinicas sefialan la existencia de
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interacciones entre el sistema colinérgico y el sistema de aminas bidégenas en la EA
(Baud et al, 1985; Ramirez et al, 1997). A nivel experimental se ha observado que los
cambios en los niveles extracelulares de la ACh tras la administracién de IAChE se
relacionan con aumentos significativos de noradrenalina y dopamina (Cobo et al,
1993; De Boer and Abercrombie, 1996). Los receptores nicotinicos y muscarinicos no
s6lo estan presentes en las terminaciones colinérgicas, sino que existen también en las
terminaciones monoaminergicas. Este hecho explicaria el aumento de la actividad de
estos sistemas de neurotransmisién inducido por la accién de la tacrina (Balddwin et
al, 1991) o bien por accién del donepezilo o la galantamina que a través de los
receptores nicotinicos incrementan la liberacién de la dopamina (Zhang et al, 2004).
Esto hace que sean dtiles también para el tratamiento de la sintomatologia no
cognitiva asociada a la EA (Cummings, 2000). Asi pues se ha observado como estos
compuestos dan lugar a un incremento significativo en los niveles de ACh y en los de
noradrenalina, dopamina y serotonina en corteza cerebral tras su administracion

sistémica.

En la EA, pues, son frecuentes los sintomas no cognitivos que aparecen en un 90% de
los casos, siendo la alteracion maés frecuente la apatia o la indiferencia (70% de los
pacientes) (Cummings, 1995; Dubois and Deweer, 1998), ademds de depresion
moderada y profunda y sintomas psicéticos. Distintas consideraciones bioquimicas y
farmacolégicas sugieren que la deficiencia colinérgica presente en la EA podria ser la
responsable en parte de algunos de los sintomas no cognitivos, lo cual viene
confirmado por el hecho de que los agentes anticolinérgicos pueden inducir psicosis,
mientras que los agentes colinérgicos, como los IAChE y agonistas muscarinicos,
producen una mejoria de estos sintomas y reducen la agitacién de los pacientes
(Palmer, 2002).

En consecuencia, el hecho de que algunos anticolinesterdsicos presenten acciones

directas sobre los receptores colinérgicos podria contribuir a la mejora de la

sintomatologia no cognitiva en los enfermos de Alzheimer.
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5. FARMACOS$ HIBRIDOS TACRINA-HUPERZINA A. ANTECEDENTES

Desde 1990, la Unidad de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UAB, ha
estado colaborando con el Departomento de Quimica Farmacéutica de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Barcelona, dirigido por el Dr. Pelayo Camps, con el
objetivo de disenar y sintetizar nuevos derivados anticolinesterdsicos con un mejor

perfil farmacolégico para su potencial uso terapéutico en el tratamiento de la EA.
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Fig 8 Por combinacién, en la misma molécula de
la subestructura 4-aminopirimidina de la tacrina
v la subestructura carbociclica de la huperzina A,
se han disefiado los hibridos tacrina-huperzina A
o huprinas.

En una primera
etapa se analizaron algunos derivados del compuesto original, la tacrina, que
mostraban un menor grado de toxicidad aguda (Aguado et al, 1994). En una
segunda fase, la estrategia sequida fue el andlisis de diversos farmacos obtenidos
mediante la hibridacién de la tacrina con la huperzina A (fig 8), haciendo mudltiples
sustituciones en diversas partes de la molécula (Badia et al, 1998; Camps et al, 1999;
Ros et al, 2001). El resultado fue la obtencién de farmacos que inhiben la AChE con
elevada potencia, algunos de ellos en rango nanomolar, y con toxicidad aguda
relativa inferior a la tacrina. Estos farmacos hibridos tacrina-huperzina A,

denominados Auprinas, son el resultado de la sintesis por farmacomodulacién
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conjuntiva de la huperzina A (subestructura carbociclica) y la tacrina (subestructura

4 aminoquinolina), suprimiendo el grupo etildileno de la huperzina A.

El trabajo realizado con estos nuevos compuestos se basa en la hipétesis colinérgica de
la EA que es la que ha generado el actual abordaje terapéutico de dicha
enfermedad. A partir de estudios previos realizados en nuestro departamento, se ha
puesto de manifiesto la potentisima actividad anticolinesterdsica de las Auprinas,
superior a la tacring, la huperzina A y a otros anticolinesterdsicos utilizados en la
actualidad en el tratamiento de la EA (Alcaléa et al/, 2003). Mediante técnicas in vitro
se determindé su capacidad anticolinesterésica, la reversibilidad de la unién con la
enzima y se determiné de qué tipo de inhibicién se trataba. Asi mismo se llevaron a

cabo experimentos parar determinar su actividad anticolinesterdsica ex vivo.

Se han llevado a cabo trabajos otros trabajos con las Auprinas (Camps et al, 2000),
en los que se ha estudiado su capacidad para unirse al sitio periférico de la AChE en
vistas a definir la actividad antiagregante de la proteina BA de estos compuestos

(Camps et al, 2004).

6. OBJETIVOS.

Se han realizado enormes esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
para el tratomiento de la EA, estrategias basadas en el uso de fédrmacos que
disminuyan la velocidad de desarrollo de la enfermedad. Los IAChE que reducen el
avance de la enfermedad de forma temporal y por ello retrasan el deterioro

cognitivo de Is enfermos de EA, siguen siendo, hoy por hoy, los Gnicos fGrmacos que
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estdn aprovados para el tratomiento de la EA. Sin embargo, el avance en el
conocimiento del desarrollo de la enfermedad ha puesto especial atencién en el papel
de elementos importantes en el deterioro del SNC como por ejemplo el efecto de la
proteina BA en la muerte neuronal o la importancia de los receptores nicotinicos en su
papel neuroprotector. Es por ello que en la bldsqueda de nuevos tratamientos que
incrementen y mantengan la mejoria clinica de los pacientes de EA, se le estd dando

especial protagonismo a aquellos que combinan mas de un mecanismo de accion.

Estudios previos han demostrado que la (x)huprina X o () 12-amino-3-cloro-9-etil-6,
7, 10, 1-tetrahidro-7, 11-metenociclooctano[ 6]-quinolina, presenta una potente accién
inhibidora sobre la actividad de la AchE. Sin embargo, y como objetivo principal del
presente trabajo, se ha pretendido establecer el perfil colinérgico de la ()huprina X,
para observar su interacciéon con otros elementos del sistema colinérgico de especial
interés en la fisiopatologia de la EA, como son los receptores muscarinicos, nicotinicos y
locus periférico de la AChE (éste Gltimo relacionado con el efecto progregante sobre
la proteina BA). El resultado de este estudio nos presentard una molécula activa en
distintos niveles del sistema colinérgico y por ello con un potencial terapéutico de gran

interés en el tratamiento sintomatico de la EA.

Los objetivos especificos planteados fueron los siguientes:

1. El estudio de la interaccién de la () huprina X con los receptores muscarinicos
del tipo M; y M:

a) en hipocampo de rata, mediante la técnica de unién de
radioligandos, con el fin de determinar la afinidad de la (+)huprina X
sobre dichos receptores.

b) en estriado y corteza prefrontal de rata, mediante la técnica de
superfusiébn de sinaptosomas para establecer el tipo de interaccion

sobre dichos receptores.
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2.  El estudio de la interacciéon de la (x)huprina X sobre los receptores nicotinicos de
corteza prefrontal de rata mediante la técnica de superfusion de sinaptosomas:
a) determinando la interaccién directa con los receptores nicotinicos
b) determinando la potenciacion de los receptores nicotinicos
3. El estudio del efecto de la () huprina X y de la galantamina (potenciadores de
los receptores nicotinicos), sobre la liberacién de ACh en cortes de estriado de
rata, con el fin de establecer la importancia de la potenciacion del receptor
nicotinico en un sistema en el cual estdn presentes otros neurotransmisores y
neuromoduladores. Andlisis comparativo con la huperzina A (carente del efecto

potenciador sobre los receptores nicotinicos).

4. El estudio del efecto de la (x)huprina X sobre la actividad proagregante de la
AChE en el proceso de la amiloidogénesis. Dicho estudio, de caracteristicas

preliminares, se lleva a cabo con la proteina pridnica PrP;q¢-12¢ de caracteristicas

amiloidogénicas parecidas a las de la BA
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2.1. Interaccion de un nuevo y potente anticolinesterasico, la (:)huprina
X,

sobre los receptores muscarinicos, en cerebro de rata.

El estudio de la interaccién de la (x)huprina X con los receptores muscarinicos, se llevd
a cabo mediante el método de unién de radioligandos en membranas de hipocampo
vy mediante el método de superfusiéon de sinaptosomas en cortex prefrontal y estriado

de rata.

En el estudio de unién de radioligandos se valoré la afinidad de la (£)huprina X sobre
los dos tipos de receptores muscarinicos M; y M». Dicha afinidad se estudié a través de
la competicién con la unién especifica de la pirenzepina-[*H] (1 nM) para los
receptores M,, y de la competicién con el quinuclinidylbenzilato-[’H] (0.8 nM) en
presencia de pirenzepina (10 M) para los receptores muscarinicos M,. La unién
especifica de la pirenzepina-[>H] (receptores M;) v el del quinuclinidylbenzilato-[>H]
(receptores M,), fue inhibida en ambos casos por la (x)huprina X. El andlisis de las
curvas de competicion (Munson and Rodbard, 1980) revel6 la existencia de una dnica
poblacién de receptores con un coeficiente de pseudo-Hill cercano a la unidad para
ambos receptores (M; y M,). La ()huprina X mostré una mayor afinidad (14 veces)
para el receptor muscarinico M; (4~0.338:0.41 M; n=5) que para el receptor
muscarinico M, (A~4.66 + 0.32 IM; n=4).

Para determinar la naturaleza de esta interaccion, se analizé la accién de la
()huprina X sobre los receptores muscarinicos M; y M, a través de la modulacién de
la liberacion de dopamina-[*H] (DA-[*H]) vy acetilcolina-[*H] (ACh-[*H]),

respectivamente.
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La estimulaciéon de los receptores M; en el terminal dopaminérgico incrementa la
liberacién de DA, mientras que la activacién de los receptores M, en el terminal
colinérgico implica una disminucién de la liberacién de ACh (De Kippel et al, 1993).
La interacciéon de la (¥)huprina X sobre el receptor muscarinico M; se estudié en

terminales dopaminérgicos usando la ACh como agonista y valorando la liberacién
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Fig 1 Efecto de la ACh (columnas blancas) y de la ()huprina X (columnas grises) sobre la liberacién
de DA-[*H] en sinaptosomas de corteza prefrontal de rata. Los resultados estan expresados como
porcentaje del grupo control. Los datos representan la media:tES de al menos 3 experimentos
realizados por cuadriplicado. El andlisis estadistico se llevd a cabo con un ANOVA de una via
seguido de un test de Tukey. * P<0.05, ** P<0.01 vs el grupo de la ACh; ¢ P<0.01, > P<0.001 vs. El grupo
de la ()huprina X.

de DA-[*H] (fig 1). La presencia de (+)huprina X (0.1 pM-1 pM) indujo un incremento

significativo en la liberacién de DA-[>H] sélo a la concentracién de 1 M (97%;

P<0.001).

Para determinar si dicho incremento era debido a la estimulacién de los receptores
M, se anadié atropina, 0.1 |M, en el medio de superfusiéon. La presencia de este
antagonista muscarinico revirtié el efecto inducido por la (x)huprina X en un 30%

(P<0.001). Con el fin de determinar si parte del incremento de la liberacién de DA era
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debido a una interaccién de la (x)huprina X con los receptores nicotinicos también
presentes en el terminal dopaminérgico (Rapier et al, 1990), se estudié el efecto de la
(x)huprina X, 1M, en presencia de mecamilamina, un antagonista nicotinico, 100 M.
La presencia de mecamilamina en el medio disminuyé la liberacién de DA-[’H]
inducida por la (x)huprina X en un 18% (P<0.02). Cuando ambos antagonistas,
muscarinico y nicotinico, fueron afadidos concomitantemente al medio de
superfusion la liberacién de DA-[’H] inducida por la ()huprina X se redujo en un
60% (P<0.001).

El efecto de la (¥)huprina X sobre los receptores muscarinicos M, fue estudiado en
terminales colinérgicos (James and Cubeddu, 1987) (fig 2). La presencia de la
(x)huprina X (0.01 iM-10 M) en el medio de superfusion indujo una disminucién de la
liberacién de ACh-[H] (49%; P<0.001), pero inicamente a la concentracién de 10 M.

El efecto inducido por la (x)huprina X fue completamente inhibido en presencia de 0.1

1M atropina.
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Fig 2 Efecto de la oxotremnorina (columnas blancas) y de la (£)huprina X (columnas grises)
sobre la liberacién de ACh-[?H] en sinaptosomas de estriado de rata. Los resultados estdn
expresados como porcentaje del grupo control. Los datos representan la mediazES de al menos
3 experimentos realizados por cuadriplicado. El andlisis estadistico se llevé a cabo con un test de ¢
de Student. *** P<0.001 vs el grupo control.
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El hibrido tacrina-huperzina A, (*)huprina X, desplazé la pirenzepina-[*H] v el
quinuclinidylbenzilato-[’H] en membranas de hipocampo y mostré una afinidad
hacia el receptor muscarinico M, 14 veces superior a la que mostré por el M,.. De los
resultados obtenidos en los estudios funcionales realizados a nivel del terminal
colinérgico y dopaminérgico, se desprende que la (¥)huprina X actia cémo agonista

sobre los receptores muscarinicos.

Diversos estudios /in vivo e in vitro han sugerido que los agonistas muscarinicos,
particularmente los que muestran un efecto selectivo sobre los receptores M;, pueden
mejorar los sintomas cognitivos de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Korczyn, 2000).
En consecuencia, el hecho que la (z)huprina X muestre mayor afinidad por los
receptores muscarinicos M, puede representar una ventaja terapéutica anadida a su
actividad anticolinesterasica, sugiriendo que este compuesto también puede ser
capaz de estimular de forma efectiva el sistema colinérgico central a través de la

activaciéon de los receptores muscarinicos M;.

En el terminal dopaminérgico la (x)huprina X indujo un incremento significativo de la
liberacién de [PH]-DA. Este efecto fue debido, sélo en parte, a la activacién del
receptor muscarinico M;, debido a que en presencia de atropina este incremento no
fue revertido totalmente. Dada la presencia de receptores nicotinicos en dicho
terminal (Rapier et al, 1990) y que su estimulacion incrementa la liberacién del
neurotransmisor, estudiamos el efecto de la (*)huprina X en presencia de
mecamilamina un bloqueante de los receptores nicotinicos. La presencia de este
antagonista puso de manifiesto que parte del incremento de la liberacién del
neurotransmisor era debida a una accién agonista de la (x)huprina X sobre dicho
receptor. Este hecho fue de especial relevancia debido no sélo al papel de estos
receptores sobre la modulacién de la liberacion de ACh si no también al papel

neuroprotector que ejercen estos receptores.

2.2, Efecto potenciador de la (:)huprina X, un nuevo inhibidor de la
acetilcolinesterasa, sobre los receptores nicotinicos en sinaptosomas de
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En este trabajo se analizé la interaccion de la (x)huprina X sobre el receptor nicotinico
estudiando tanto su efecto directo como el posible efecto potenciador sobre dicho

receptor, mediante la técnica de superfusiéon de sinaptosomas.

En primer lugar se estudié el efecto directo de la(x)huprina X sobre los receptores
nicotinicos en terminales colinérgicos de tejido cortical de rata (Nilsson et al, 1987), en
condiciones basales (3 mM K*) (Marchi and Raiteri, 1996), y en presencia de atropina
con el fin de bloquear los receptores muscarinicos. En presencia de (x)huprina X (1y 10
M), se observé un incremento en la liberacién de ACh-[’H] (46%, P<0.01) pero sélo a

la concentracion de 10 M. Este efecto fue revertido completamente por la accién de
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Fig 3 Efecto de la ACh y de la (*)huprina X en presencia y ausencia de la mecamilamina (MEC),
sobre la liberacién basal de ACh-[?H] en sinaptosomas de corteza prefrontal de rata.La atropina
estuvo presente durante el estudio para bloquear los receptores M,. Los resultados se expresaron
como porcentaje del grupo control y los datos representan la media+ES de al menos cuatro
experimentos realizados por triplicado. La evaluacion estadistica se llevé a cabo mediante un test
de ANOVA de una via seguida de un test de Dunett (**P<0.01).

la mecamilamina (100 M) (fig 3). Cuando el mismo efecto se estudié en condiciones

de estimulacién (15 mM), la (¥)huprina X no modificé en ningdin modo la liberacién de

ACh. Sin embargo en las mismas condiciones de estimulacién, la (¥)huprina X
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incrementé la liberacion de ACh-[’H] inducida por la ACh (1 M) a las
concentraciones de 10 §M (170%; P<0.01) y de 30 1M (90%; P<0.01) (fig 4).
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100 4
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- - 04 1 10 30 (£)Huprine X uM

Fig 4 Efecto de la (x)huprina X en presencia de la ACh sobre la liberacién de ACh-[’H] en
sinaptosomas de corteza prefrontal de rata. La atropina estuvo presente durante el estudio para
bloquear los receptores M,. Los resultados se expresaron como porcentaje del grupo control y los
datos representan la mediazES de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La
evaluacién estadistica se llevé a cabo mediante un test de ANOVA de una via seguida de un
test de Dunett (**P<0.01)

Teniendo en cuenta la concentracién de (z)huprina X (10 pM) a la que se observé el
madximo efecto potenciador de la actividad de la ACh sobre el receptor nicotinico, se
estudié la actividad de este compuesto en presencia de un amplio rango de
concentraciones de ACh exégena (1 nM-0.1 mM). En estas condiciones el efecto
maximo de la (x)huprina X se observé a una concentracién de ACh de 1 iM (169%;
P<0.05) y este efecto fue disminuyendo a medida que la concentraciéon de ACh
increment6 (ACh : 3 |M) (fig 5).

Dado que el efecto méaximo inducido por la (+)huprina X se observé a una relacién
de concentraciones de ACh y (+)huprina X de 1:10, se estudi6 el efecto potenciador de

diferentes concentraciones de (£)huprina X (0.001-10 M) en presencia de diferentes
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concentraciones de ACh (10 nM-1 mM), manteniéndose en todo momento dicha

relacion.
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Fig 5 Efecto de diferentes concentraciones de ACh en presencia in en ausencia de (x)huprina X
sobre la liberacién de ACh-[*H] en sinaptosomas de cortex frontal de rata. La atropina estuvo
presente durante el estudio para bloquear los receptores M,. Los resultados se expresaron como
porcentaje del grupo control y los datos representan la media+ES de al menos cuatro experimentos
realizados por triplicado. La evaluacién estadistica se llevdé a cabo mediante un test de ANOVA de
una via seguida de un test de Dunett (*P<0.05).

Tal y cémo se observa en la fig 6, el efecto potenciador de la ()huprina X sobre la

liberacién de ACh-[H] fue significativo a las concentraciones de (x)huprina X de 0.1, 1
y 10 pM (P<0.05). La presencia de mecamilamina (100 M) bloqueé por completo

tanto el efecto de la ACh como el de la (¥)huprina X.

Los resultados obtenidos, demostraron que la (£)huprina X (10 iM) no sélo muestra un

efecto agonista sobre los receptores nicotinicos, en condiciones basales, sino que
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ademés potencia la liberacién estimulada de ACh-[H] inducida por la ACh a través

de los receptores nicotinicos.
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Fig 6 Efecto de la ACh (10 nM-1 mM) en presencia in en ausencia de (*)huprina X (0.001-10 |M)
sobre la liberacién de ACh-[?H] en sinaptosomas de cortex frontal de rata. La atropina estuvo
presente durante el estudio para bloquear los receptores M,. Los resultados se expresaron como
porcentaje del grupo control y los datos representan la media+ES de al menos cuatro experimentos
realizados por triplicado. La evaluacién estadistica se llevé a cabo mediante un test de ANOVA de
una via seguida de un test de Dunett (**P<0.01)

Las diferencias de los efectos observados entre las condiciones basales y de
estimulacion, sugieren que la sensibilidad de los receptores nicotinicos probablemente
difiere dependiendo del grado de despolarizacion de la membrana celular. De
acuerdo con esto, se ha descrito que cambios en el voltaje de la membrana celular
neuronal induce diferentes respuestas del receptor nicotinico, de la misma manera
cdémo ocurre con otros receptores asociados a canales idnicos (Johnson and Ascher,
1987; Mayer et al, 1989). Esto explicaria el porqué el efecto potenciador por parte de
la (+)huprina X sobre la liberacién de [*H]-ACh, sélo fue evidente en condiciones de
estimulacién. Podria ser debido a que en estas condiciones el sitio alostérico del
receptor nicotinico se modifica para pasar a una forma activa, induciendo cambios
en las propiedades farmacolégicas del receptor nicotinico. Estos cambios darian como

resultado una respuesta mayor tras la estimulacién por el agonista endégeno (ACh)
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cuando el ligando alostérico estd presente. La (x)huprina X incrementé la liberacién
de ACh-[H] inducida por ACh (1 pM) a las concentraciones de 10 y 30 M, sugiriendo
una modulacién positiva de la (£)huprina X especificamente sobre los receptores
nicotinicos debido a que la presencia de mecamilamina antagonizé completamente

esta accion.

La presencia de la ()huprina X a una concentraciéon de 10 M concomitantemente
con la ACh en un rango de concentraciones de entre 1 nM vy 0.1 mM, puso de
manifiesto que el efecto de potenciacion fue maximo cuando la relacién de
concentraciones entre ambos compuestos fue de 1:10. Ademds cuando la
concentracién de ACh fue >3 M la liberacién de ACh-[>H] se redujo. Estos resultados
son consistentes con una desensibilizacion de los receptores nictinicos debida a la
presencia de concentraciones elevadas de ACh (Marchi et al, 1999). Ademds cabe
destacar que la (x)huprina X potencié los efectos inducidos por la ACh sobre los
receptores nicotinicos, incluso a bajas concentraciones del neurotransmisor (0.01 |M).
Este hecho es de especial importancia sobre todo en aquellas condiciones en las que
existe un dafo severo en el sistema colinérgico tal cémo se ha descrito en la EA
(Giacobinni, 1998). Ademas el hecho de que la (thuprina X interaccione con el
receptor nicotinico abre nuevas posibilidades dado el papel de los receptores

nicotinicos en los procesos de neuroprotecion.

2.3. Los farmacos potenciadotes de la respuesta nicotinica (:)huprina X y
galantamina, incrementan la liberacion de ACh a través del bloqueo de la

actividad de la AChE, pero no actuando sobre los receptores nicotinicos.

El principal objetivo de este trabajo fue el de valorar el efecto inducido por la
(x)huprina X y la galantamina (ambos potenciadores del receptor nicotinico) y la
huperzina A (exenta de este efecto) sobre la liberacién de ACh-[’H] en cortes de
tejido estriado de rata, con el fin de caracterizar el efecto potenciador sobre dichos
receptores, en un sistema integrado en el que la presencia de distintos
neurotransmisores y neuromoduladores pueden modificar la respuesta de estos

farmacos sobre la liberacién del neurotransmisor.
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En primer lugar se estudié el efecto de la (z)huprina X (0.01 iM), la galantamina (10
iM) v la huperzina A (0.1 M) sobre la liberacién estimulada de ACh-[*H]. En esas
condiciones, los tres anticolinesterdsicos indujeron una disminucién significativa de la
liberacién de ACh-[>H] (36%, 30% y 34% respectivamente; P<0.01), efecto que fue

completamente revertido en presencia de atropina a una concentracién de 0.1 pM.

Con el fin de poner de manifiesto el posible efecto de estos fadrmacos sobre los
receptores nicotinicos, los siguientes experimentos se realizaron en presencia de
atropina (0.1 iM); la (z)huprina X (0.001-10 M), la galantamina (0.001-100 |M) y la
huperzina A (0.001-100 |IM), se estudiaron a un amplio rango de concentraciones.

Cémo se observa en la fig 7, no se detecté ninguna modificacién significativa en la

liberacién de ACh-[>H], excepto en el caso de la (:)huprina X (10 M), dénde se

observé un descenso significativo de la liberacién del neurotransmisor (20%; P<0.05).
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Fig 7. Efecto de la (z)huprina X((z)HPX), la galantamina (GAL) y la huperzina A (HPA) sobre la
liberacién estimulada de la ACh-[H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina (ATR)
(0.1 yM). Los resultados estdn expresados como el porcentaje del grupo control y los datos
representan la media=EE de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La evaluacién
estadistica se llevo a cabo mediante un test de t-Student seguido de un test de Bonferroni (*
P<0.05 incluyendo la correccion del test de Bonferroni).

Dada la influencia del receptor D, sobre la liberaciéon de la ACh (De Boer and
Abercrombie, 1996; Bloomquist et al, 2002), junto con el hecho que la liberacién de
DA estd bajo la modulacién de los receptores nicotinicos (Champtiaux et al, 2003) y
muscarinicos (Champtiaux et al 2003; Login, 1996), se estudié el efecto de la
(#)huprina X, la galantamina y la huperzina A sobre la liberacién de la ACh-[’H] en
presencia de la atropina y de haloperidol (0.01 M), un antagonista de los receptores
D,,. Como puede observarse (fig 8), los tres IAChE incrementaron la liberacién de
ACh-[*H] a concentraciones superiores a 0.1 iM. La ()huprina X y la huperzina A,
incrementaron en un porcentaje similar la liberacién de ACh-[’H] (49% y 51%
respectivamente; P<0.01), mientras que la galantamina lo hizo en un porcentaje

sensiblemente inferior (30%; P<0.01).
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Debido a que la (x)huprina X (Roman et al, 2003) y la galantamina (Albuquerque
and Pereira, 2000) potencian la actividad del receptor nicotinico en presencia del
agonista enddgeno, se estudié el efecto de los tres compuestos en presencia de
atropina y de mecamilamina (100 M), un antagonista de los receptores nicotinicos

(Fig 9). En estas condiciones, la (x)huprina X, la galantamina y la huperzina A

aumentaron significativamente la liberacién de ACh-[’H] de forma concentracién
dependiente. (37%, P<0.01; 25%, P<0.05 y 38%, P<0.01 respectivamente).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto que la presencia
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Fig 8. Efecto de la (+)huprina X((z)HPX), la galantamina (GAL) vy la huperzina A (HPA) sobre
la liberacién estimulada de la ACh-[?H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina
(ATR) (0. M) vy haloperidol (HAL) (0.01 §M). Los resultados estdn expresados como el
porcentaje del grupo control y los datos representan la mediatEE de al menos cuatro
experimentos realizados por triplicado. La evaluacién estadistica se llevé a cabo mediante un
test de Student seguido de un test de Bonferroni (** P<0.01, * P< 0.05 incluyendo la correccién
del test de Bonferroni).

de neuromoduladores y neurotransmisores en el entorno sindptico, modifica la
respuesta de potenciacion sobre los receptores nicotinicos inducidos por la (£)huprina
X (Romén et al, 2003) y la galantamina (Albuquerque and Pereira, 2000;
Samochocki et al, 2003).
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Se ha sugerido que la eficacia de ciertos IAChE tales como la galantamina, es debida
a su capacidad para potenciar la actividad de los receptores nicotinicos mas que por
su efecto anticolinesterdsico (Olin and Schneider, 2002). No obstante, dicho efecto
potenciador tan sélo ha sido estudiado, y por ende observado, en sistemas aislados en
ausencia de los distintos neurotransmisores que regulan el terminal colinérgico

(Roman et al, 2002; Pereira et al, 1994; Pereira et al, 1993).

La (¥)huprina X, la galantamina y la huperzina A, a concentraciones cercanas a su
ICso, inhibieron de forma similar la liberacién de ACh-[?H] y este efecto fue revertido
en presencia de atropina. Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos por
otros autores con IAChE en estudios /in vitro (Feuerstein et al, 1992; Liu et al, 2002).
Sin embargo, dado que tanto la (+)huprina X como la galantamina poseen la
capacidad de potenciar el efecto de la ACh sobre el receptor nicotinico, la presencia
de la atropina deberia evidenciar esta capacidad dando lugar a un incremento
significativo de la liberacién de ACh-[*H].

Es ampliamente conocido el hecho que el terminal colinérgico estd sometido a una
regulacién negativa por parte de la DA (Laplante et al, 2004; Baud et al, 1985), a
través de los receptores D, de la dopamina (Wonnacott ef al, 2000; Middleton ef al,
2003; Middleton et al, 2004). En presencia de la atropina los IAChE podrian activar,
de forma directa o indirecta, los receptores nicotinicos del terminal dopaminérgico,
aumentando la liberacion de la DA que a su vez podria inhibir la liberacién de ACh
en el terminal colinérgico, a través del receptor D, localizado en dicho terminal. En
presencia de atropina (0.1 M) y haloperidol (0.01 M), la (¥)huprina X, la
galantamina y la huperzina A incrementaron de forma significativa y de forma
concentracién dependiente, la liberacién de ACh-[*H] (49%, 30% vy 51%

respectivamente; P< 0.01).
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Fig 9. Efecto de la (x )huprina X((x )HPX), la galantamina (GAL) y la huperzina A (HPA) sobre
la liberacién egimulada de la ACh-[3H] en tejido estriado de rata en presencia de la atropina
(ATR) (0.1 yM) y mecamilamina (MEC) (100 pM). Los resultados esdn expresados como el
porcentaje del grupo control y los datos representan la mediat EE de al menos cuatro
experimentos realizados por triplicado. La evaluacion edadistica s llevd a cabo mediante un
tet de Sudent seguido de un test de Bonferroni (** P<0.01y *P< 0.05, incluyendo la
correccion del test de Bonferroni).

Cuando se estudi6 el efecto de los IAChE en presencia de la mecamilamina (100 M),
los tres compuestos indujeron un incremento en la liberacién de ACh-[>H] (37%, 25% y
38% respectivamente), si bien en este caso, el incremento, fue sensiblemente inferior al
observado en presencia de atropina y haloperidol. En ambos casos la liberacion de
ACh-[’H] inducida por los IAChE, presenté un perfil similar, siendo la galantamina la
que indujo una menor liberacién de neurotransmisor, mientras que la (*)huprina X y

la huperzina A dieron lugar a un mayor porcentaje de liberacién del mismo.

Si bien se ha sugerido que la eficacia de la galantamina en el tratamiento de la EA es
debida principalmente al efecto potenciador de la actividad del receptor nicotinico
(Maelicke et al, 2000; Arroyo et al, 2002), los resultados obtenidos en el presente
trabajo, sugieren que el incremento de la liberacién de la ACh-[?H], estaria mds

relacionado con un efecto anticolinesterdsico que con un efecto potenciador sobre los
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receptores nicotinicos. Sin embargo no puede descartarse que este efecto potenciador
pueda ser de especial interés en condiciones en las que el nivel de ACh sea
especialmente bajo, como en el caso de la EA. Podria ser que en tales condiciones los

IAChE incrementaran los niveles de neurotransmisor mediante ambos mecanismos.

2.4. Efecto de la acetilcolinesterasa sobre la agregacion del péptido
pridnico

PrPioc-126.

Dado que se ha descrito que la AChE induce la agregacion de la proteina A, el
objetivo de este trabajo fue el de analizar el posible efecto proagregante de la AChE
sobre la proteina priénica PrPiosrns  (K°°TNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) de
caracteristicas amiloidogénicas parecidas a la BA, y valorar ademas el efecto

antiagregante de la (x)huprina X.

La agregacion esponténea de la PrPige-12¢ (1 mMM) después de 72 horas de incubacion,
se analizd mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), tras la
separacion de las formas agregada (fraccion del precipitado) y soluble (fraccién del
sobrenadante) mediante centrifugacién. De acuerdo con estudios previos (De Giogia
et al, 1994) tras la incubacion de la PrPios-12¢ se observd que aproximadamente el
80% del péptido se halloba en forma agregada mientras que el 20% restante

permanecia en forma soluble (fig 10).
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Fig 10 Los resultados expresan el porcentaje de la proteina PrP ;5615 (1 mM) wild type (WT) y
scramble (SC), recogida en la fraccién del precipitado (proteina agregada) y en la fraccién del
sobrenadante (proteina en suspension) después de 72 horas de incubacién a 252C. Los resultados
estan expresados como la media=EE de al menos cuatro experimentos realizados por triplicado.

Cuando la incubacién de la PrP;pe-126 se realizé en presencia de la AChE (2,5 M) la
fraccién agregada de la PrPige-126 disminuyé drésticamente hasta un 25,8%. Asi mismo
el porcentaje de PrPioe-12¢ soluble fue solo de un 2,8% del total de la proteina
incubada (fig 11). El hecho de que el contenido total de PrPis-n¢ €n ambas
fracciones, precipitado mds sobrenadante, fuera de sélo el 28,6% se debid
probablemente a que en presencia de la AChE el tamaro de los agregados era tal
que no permitid el paso de los mismos a través del filtro de la columna de
cromatografia. Ni el dcido férmico ni la enzima proteina quinasa K fueron capaces de

solubilizar dichos agregados.
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Fig 11 Los resultados expresan el porcentaje de la proteina PrP 106-126 (1 mM) wild type (WT) y scramble
(5C), recogida en la fraccién del precipitado (proteina agregada) y en la fraccién del sobrenadante
(proteina en suspensién) en ausencia y en presencia de AChE (2.5 M) después de 72 horas de incubacién
a 25°9C. Los resultados estdn expresados como la media:EE de al menos cuatro experimentos realizados
por triplicado. La evaluacién estadistica se llevé a cabo mediante un test de ANOVA de una via seguido
de un test de Dunnett (*** P<0.001 vs el resultado del precipitado de la PrP,gs.12¢ WT obtenido en
ausencia de AChE; aaa P<0.001 vs. el resultado del sobrenadante de la PrP;g.6 WT obtenido en
ausencia de la AChE.

Se ha demostrado que el yoduro de propidio, un IAChE especifico del sitio periférico,
tiene la capacidad de bloquear el efecto proagregante de la AChE sobre la A
(Alvarez et al, 1998; Bartolini et al, 2003). Cuando el yoduro de propidio (0.1,1, 10 y
100 M) fue incluido en el medio de incubacién, incrementé de forma significativa el
contenido de PrPios-26 en la fraccién del precipitado hasta un 50% y 68% a las

concentraciones de 10 y 100 M, respectivamente (fig 12).

Dados los resultados obtenidos con el yoduro de propidio, se estudié el efecto de la
(x)huprina X y la huperzina A sobre la capacidad proagregante de la AChE. La
()huprina X (0.01, 0.1, 1 mM) indujo un incremento significativo del contenido del
precipitado a las concentraciones mas elevadas estudiadas (48% 0.1 mM; P<0.05 y
51% 1 mM; P<0.05) respecto al del precipitado de las muestras carentes de ()huprina
X (fig 12).

La huperzina A (1 mM) no indujo cambio alguno en la capacidad proagregante de la
AChE (fig 12).
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Estos resultados preliminares constituyen la base de un estudio més amplio sobre la
interaccion de la AChE y la PrP;ee-126 que se estd llevando a cabo en el laboratorio de
Farmacologia Terapéutica y Toxicologia de la facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Barcelona. Los estudios de agregacion realizados en presencia de la
AChE sugieren que al igual que se ha descrito para la proteina BA, la enzima es
capaz de inducir la agregacion de la PrPios-126 ¥ que, por otro lado, los compuestos

que bloquean el sitio periférico del enzima, inhiben dicha agregacién.
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Fig 12. Los resultados expresan el porcentaje de proteina PrP,...s wild type (WT), recogida en la
fraccién del precipitado (proteina agregada), después de 72 horas de incubacién a 25°C, en
presencia de AChE y en ausencia y en presencia de ioduro de propidio (0.1-100 M), (¥)huprina X (10,
100 y 1000 M) y huperzina A (1000 M). Los resultados estdn expresados como la media+EE de al
menos cuatro experimentos realizados por triplicado. La evaluacién estadistica se llevé a cabo
mediante un test de ANOVA de una via seguida de un test de Dunett (** P<0.01 y * P<0.05 vs al
resultado obtenido en presencia de AChE y en ausencia de ioduro de propidio y (x)huprina X
respectivamente).

Tal como se ha descrito anteriormente, en presencia de la AChE el contenido de
PrPios-126 en el sedimento y en el sobrenadante disminuyé drasticamente debido
probablemente al tamafio de los agregados formados en presencia de la enzima.
Aunque debido a ello no fue posible cuantificar la agregacién de la PrPis-126
inducida por la AChE, el hecho de que entre el sobrenadante y el sedimento de
detectara tan solo el 28,6% del total de la proteina pridnica presente en el medio de
incubacion, sugiere que aproximadamente el 71% del péptido se halla probablemente
en forma de agregados de gran tamario. El hecho de que el proceso de agregacién
espontdnea de la PrPios-126 presenta caracteristicas similares a las de la proteina A,

sugiere que el efecto proagregante de la AChE sobre la PrPios-126 podria darse en
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forma y condiciones parecidas a las descritas para la BA. Asi se ha observado que la
AChE establece una fuerte unién intermolecular con la proteina BA (Campos et al,

1998), por lo que dicha unién podria ser de la misma naturaleza en el caso de la

PrPio6-126

Esta relacion entre el sitio periférico de la enzima y el efecto proagregante, se
demostré mediante el uso de inhibidores selectivos de dicho sitio, tales como el yoduro
de propidio. Asi, se ha demostrado que este inhibidor de la AChE bloquea el efecto
proagregante sobre la proteina BA (Bartolini et al, 2003). En el presente trabajo el
ioduro de propidio (100 M) revierte en, aproximadamente, un 85% el efecto
proagregante de la AChE sobre la PrPigs-126. Estos datos sugieren que de la misma
manera que sucede con la BA, la PrPigs-126 interacciona con la AChE a nivel del sitio
periférico de la enzima. Un efecto similar al del propidio se ha observado en el caso
de la (¥)huprina X, que a una concentracién de 0.1 mM y 1 mM revierte la agregaciéon
de la PrPios-126 inducida por la ACh en un 62% y 65% respectivamente. En el caso de
la huperzina A (1 mM), sin embargo, no se observé efecto alguno sobre la capacidad

proagregante de la AChE.

Si bien se trata deresultados preliminares, el interés e importancia de los mismos se
centra, no tan sélo en el hecho de que la ACh induce la agregacion de la proteina
cridnica, sino también en que la (z)huprina X y posiblemente otras huprinas, inhiben

dicho proceso.
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Abstract

The interaction of rac-12-amine-3<clor-6,7,10,11-tetrahydro-8-ethyl-7-11-methanecy clo-octane| blguinoline ((+hupr-
ine X) with M; and M, receptors has been studied in rat brain. Specific binding of [*H]pirenzepine or [*H]lguinuclinidyl-
benzylate to hippocampus preparations was inhibited by (*huprine X. This drug displayed a greater affinity for M,
[K; = 0,338 + 041 wM) than M: (K; = 4.66 *+ 0.32 pM) receptors. In functional studies, (*Jhuprine X (1 wM) increased the
release of [*H)dopamine in cortical synaptosomes, and this effect was partial ly reverted by atropine and mecamylamine,
suggesting an agonistic effect on both M, and nicotinic receptors. The inhibitory effect of (£)huprine X (10 M) on
[*Hlacetylcholine release and the subsequent reversion by atropine suggests that the drug also has an agonist effect on
M: receptors. The present results demonstrate that this acetylcholinesterase inhibitor has anample cholinergic profile,
which suggests a potential source of interest of (*)huprine X in Alzheimer' s disease therapy. & 2002 Elsevier Science

Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords Alzheimer's disease; Muscarinic receptors; Acetylcholinesterase inhibitor; Micotinic receptors

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodepenerative disor-
der associated with the rapid decline of cognitive functions,
behavioral disturbances, and shows a distinctive neuro-
pathology. It is well known that in AD, cholinergic path-
ways projecting from basal forebrain regions are disrupted,
and neurons ultimatel v die in several brain regions including
the hippocampus and basal forebrain [3]. This results in a
dramatic decrease of acetylcholine (ACh) and its synthetic
enzyme, choline acetyltransferase, in these brain regions.
Although acetylcholinesterase (AChE) may be affected in
AD, controversial data exist about changes in muscarinic
receptors [8,15]. Nevertheless, several of these studies
point out @ loss in muscarinic receptors in AD postmortem
brain tissue.

AD drug-development strategies have been focused on
the increase in cholinergic transmission in the brain. Choli-
nergic agonists and acetylcholinesterase inhibitors { AChEL
have shown efficacy in treating the symptoms of AD [5,10].
AChEIls, which enhance cholinergic transmission by redu-
cing the enzymatic degradation of ACh, such as tacrine,
donepezil, rivastigmine or galantamine, are the only class

* Cormesponding author. Tel.: +34-83581-1952; fax: +34-93581-
29B6.
E-mail address: victoria.clos@uab.es (M. Clos).

of drugs approved for the treatment of AD [13]. Much work
has been carried out to obtain more potent, selective and
safe AChEls. Huperzine A, an alkaloid isolated from
Huperzia servata, has been proposed as a potent drug for
treating AD [2].

A recent new group of reversible AChEIls, tacrine-huper-
zine A hybrids (Huprines), has been demonstrated to show a
potent inhibitory action on AChE in either in vitro or ex vivo
studies [1.4]. Rac-12-amine-3-clor-6,7,10,11-tetrahydro-4-
ethyl-7-11-methanecyclo-octane[#lquinoline  ({ = jhuprine
X) showed an ICs; value in bovine and human AChE in
the nanomolar range (4.23 = 086 nM and 078 = (.02
nh, respectively), while its activity in human butyril choli-
nesterase is approximately over 100 times lower than in
AChE [4]. Given that huprine compounds have potential
interest for the treatment of AD, the main goal of the present
study was to analyze the cholinergic profile of (= )huprine X
on muscarinic M, and M, receptors using radioligand bind-
ing and functional studies (synaptosomal superfusion
method ).

Male Sprague-Dawley rats (250-350 g) were used and
the experimentzl protocols performed in the present study
were approved by the Universitat Autonoma de Barcelona
Committee for ethical experiments on laboratory animals,
License Number 806, Rats were killed by decapitation, and

0304-3840002/% - see front matter & 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Pll: S0304-3940({02}00245-8
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the hippocampus in binding studies or striatum and frontal
cortex in release studies were quickly dissected on ice.

For binding studies, rat hippocampus was homogenized
in 150 vol. (wiv) of ice-cold 10 mM phosphate buffer, pH
7.4, using a Polvtron homogenizer (setting 5, 35 s5). The
potency of {* thuprine X in competing for the specific bind-
ing of 1 nM ['1'Iljpiremepl|1e (M; receptors) or (.8 nM
[*H]quinuclinidylbenzylate ([*H]QNB) in the presence of
10 M pirenzepine { for My muscarinic receptors) was deter-
mined in triplicate by incubation of increasing concentra-
tions of the drug to 2 final volume of 250 pl. Incubation was
carried out at 25 °C for 1 (M, receptors) or 2 h (M; recep-
tors)and stopped by rapid vacuum filtration {Brandel M24R
Cell Harvester) through glass-fiber filters (Schleicher &
Schuell, No. 30). Filters were rinsed with 5 ml of ice-cold
buffer three times. The radioactivity retained was measured
by liquid scintillation spectrometry in @ LKB (1204 Rack-
beta) counter with & counting efficiency of 60%. To define
non-specific binding, 1 pM atropine was used. The affinity
constants (K} were determined by non-linear regression
analysis using the RADLIG program package (Biosoft,
Cambridge, UK).

In the functional studies, the interaction of (= Jhuprine X,
an AChEL on muscarinic M, and M receptors was analyzed
through the modulation of [*H|dopamine (DA) and [*H]ACh
release, respectively, using a synaptosomal superfusion
method. This experimental approach, in which synapto-
somes are monolayered and under continnous superfusion,
avoid possible interactions of neurotransmitters and/for
neuromodulators present in the physiological environment
with [*H]DA and [*H]ACh release processes [4]. Crude
synaptosomal fractions from the frontal cortex or striatum
were prepared essentiall v as previously described [%]. Synap-
tosomes were incubated in standard medium (composition:
125 mM NaCl; 3 mM KClL; 1.2 mM Mg50y; 1.2 mM CaCls;
22 mM NaHCOy: 1 mM NaHPOy: 10 mM glucose; adjusted
to pH 7.2-7.4 by gassing with a mixture of 95% O and 5%
C0y) in the presence of 30 pM pargyline, 100 nM desipra-
mine and 30 nM ['1'I 104 (40-48 Ci mmeol ™) for DA release
studies, and 30 nh ﬁf['llljchnllne (6% Ci pmﬁl_:}fﬁr ACh
release studies. After 15 min of incubation at 37 °C, aliquots
of synaptosomal suspension (240 pg protein/chamber) were
distributed on 0.65 pm filters placed at the bottom of & set of
parallel superfusion chambers maintained at 37 °C [17].
After 38 min of superfusion, three separate fractions (2.5, 5
and 2.5 min ) were collected. Synaptosomes were depolarized
with 15 mM K* for 90 s at the end of the first fraction
collected and (= jhuprine X was added concomitantly with
the depolarizing medium. Antagonists (atropine and meca-
mylamine (MEC)) were added to the medium 8 min earlier
than agonists.

Results are given as the means = SEM. The Student’s -
test (two-tailed) or a one-way analysis of variance
(ANOWVA), followed by Tukey's test, was used to analyze
statistical differences among means. Differences were estab-
lished at # - (.03,

Specific binding of ['1'Iljpirenrfpl|1e (M, receptors) or
['1'IIJ{)NB o hippocampal preparation was inhibited by
(= Jhuprine X. Iterative non-linear curve-fitting analysis
[16] of competition curves revealed the existence of a single
population of receptors with pseundo-Hill coefficients close
to unity (088 = 0.01 and 1.23 = 0.01 for muscarinic M,
and My receptors, respectively). Interestingly, (= jhuprine
X displaved a 14-fold greater affinity for muscarinic M,
(K;=0338=041 pM; n=35) than for My
(K; =4.606 = 032 pM; n = 4) receptors.

To clarify the pharmacological profile of {*)huprine X
on muscarinic M, and M; receptors, the modulatory effect of
the drug on ['H|DA and ['H|ACh release was studied.
Taking into account that activation of muscarinic M, recep-
tor induces an increase of DA release [6], the interaction of
(= thuprine X on the muscarinic M, receptor was deter-
mined in dopaminergic nerve terminals using ACh as an
agonist.  This |1eLLmtr1m15mltter (10 M) significantly
increased the evoked-[ H]DA release (P - 0.001; Fig. 1).
On the other hand, { = jhuprine X (100 nM, 1 pb) induced a
significant increase in evoked-["H|DA release only at the
highest dmg concentration (97%: £ < 0.001). Atropine
(1000 nM), a muscarinic receptor antagonist, partially
reverted the induced e\-'nked-[JIIJDh release by both ACh
(36%: P << 0.05) and (% thuprine X (30%:; P < (L001). As
the presence of nicotinic receptors in DA nerve terminals
has been described [ 18], MEC ( 100 .M}, a nicotinic recep-
tor antagonist, was added to the superfusion medium. In
these conditions, MEC decreased the induced evoked-
['1'IIJDa‘u release by both ACh, by 34% (P -<0.01), and
(= thuprine X, by 18% (# < 0.02). When muscarinic and
nicotinic receptor antagonists were added concomitantly to
the superfusion medium, the effect of ACh completely
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Fig. 1. Effect of ACh {white columns) and (Z}huprine X |gray
columns) on evoked-|[*H]DA release in rat cortex synaptosomes
|details in text). Black column represents the control values.
Results were expressed s a8 percentage of the control group.
Data are the means = SEM of at least 3-5 experiments run in
quadruplicate. Statistical evalustion was performed by means
of onesway ANOWVA followed by Tukey's test. *F <0005,
**P = 0.01 versus ACh group; P 001, Bp < 0001 versus
|= fhuprine X group.
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reverted, while the effect of { = thuprine X was only reduced
by 60% (P < 0,001 ).

The effect of (*thuprine X on muscarinic My receptors
was studied on striatal cholinergic nerve terminals. It is
known that activation of muscarinic My presynaptic recep-
tors decreases ACh release [11]. In fact, oxotremoring (1
p M muscarinic agonist) significantly inhibited the evoked-
[*H]ACh release (34.22%:; P < 0.001; Fig. 2} in our experi-
mental conditions. The presence of (= huprine X (10 nM-
10 ph}) in the superfusion medium decreased the evoked-
['1'I 1]ACh release by 49% (< (0L001), but only at the high-
est concentration of drug employed (10 pM). The effect of
both, oxotremorine and (= Jhuprine X, on E"q."ﬁk.ed-[l”]."\.(_']'l
release was completely abolished by atropine 100 nM.

In the present study, the capacity of the { = )huprine X, an
AChEL to interact with muscarinic M, and M; receptors
wis analyzed by using binding and neurotransmitter release
studies. Several in vivo and in vitro studies have supgested
that muscarinic agonists, particularly those with selective
M, effects, can ameliorate the cognitive symptoms of AD
[12]. It has been demonstrated that tacrine [20] and other
AChE inhibitors [14] bind to muscarinic M, and M recep-
tors showing an agonistic action, nevertheless, no data exist
concerning the interaction of huperzine A with muscarinic
receptors. The tacrine<=huperzine A hybrid, (= jhuprine X,
showed an ability to displace ['1'I I] pirenzepine and ['1'I 1OMEB
binding in hippocampus membranes displaying a 14-fold
gregter affinity for the muscarinic M, rather than for the
My receptor. These results are quite similar to those
described in tacrine binding swmdies [20]. However,
(= Jhuprine X showed a greater affinity for M, receptors
than that described of tacrine.

It is known that DA release is increased by activating
muscarinic M, receptors [6]. Consequently, to know the
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Fig. 2. Effect of oxotremarine [white columns) and (< fhuprine X
[gray columns) on evoked-[*HJACh release in rat striatum synap-
tosomes |details in text). Black column represents the control
values. Results were expressed as 8 percentage of the control
group. Deta are the means = SEM of at least four experiments
run in quadruplicate. Statistical evalustion was performed by the
Student’s #test. ***PF < 0.001 versus control group.

potential agonist/antagonist activity of (=)huprine X on
M, receptors, isolated dopaminergic nerve terminals were
used in the functional studies. { =)Huprine X significantly
(90%, P - 0.001) increased the ['IIIJDh release but only at
the highest concentration tested (1 pM). The fact that atro-
pine reverted 30% of the increa sed-[ 'H|DA release suggests
that, in addition to an agonistic effect on M, receptors,
(= thuprine X is able to induce PHIDA release through
other presynaptic mechanisms. The presence of nicotinic
receptors in presvnaptic dopaminergic membranes has
besn described [18,1%]. MEC, a nicotinic receptor antago-
nist, decreased the induced- ['1'IIJDh release by ( = jhuprine
X by 8% (F =< 0001} These results indicate that (= jhopr-
ine X can also interact with nicotinic receptors as an agonist.
A more detailed study on the effect of {=)huprine X on
nicotinic receptors is being developed in our laboratory.
The concomitant presence of both muscarinic and nicotinic
receptor antagonists blocked the effect of (= huprine X by
60%. Due to the fact that, in our experimentzl approach, the
interaction of other neuwrotransmitters present in the prepara-
tion with presynaptic membrane is avoided, other effects
different from cholinergic ones on [‘H|DA release are
induced by this AChEL

(=)Huprine X also showed an agonistic effect on M,
receptors. A decrease of 49% (P < 0.001) in evoked-
['1'Ilja‘u(_‘h release was obtained at 10 pM. This effect was
completely blocked by atropine. In the present study, a close
correlation between binding and functional approaches has
been found. Similar to the results obtained in the binding
studies, a greater concentration than that needed to stimulate
the M, receptor was necessary (o activate presynaptic M,
receptors. Taking into sccount that stimulation of M, recep-
tors implies a decrease in [*H|ACh release, the greater affi-
nity of drugs to M, receptors could represent an advantage
since, in addition to i anticholinesterasic action, (= jhupr-
ine X could stimulate the central cholinergic system via M,
receptors. It is worth noting that stimulation of M, receptors
increases the release of APPs and, consequently, decreases
B AP formation [7].

In summary, the (=}huprine X cholinesterase inhibitor
interacts with muscarinic receptors showing an agonistic
activity. Moreover, a nicotinic agonist effect has also been
observed. This ample cholinergic profile suggests that
{ =huprine X could be a very useful tool as a cholinergic
replacement therapy in AD.

This study was supported by CICYT (project SAFS-
00EE). The authors would like to thank Mr Chuck Simmons,
& university English instructor, for the revision and correc-
tion of the English of this article.
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Abstract

The main goal of the present study was to analyse the effects of (+)-huprine X ((£)-HX) and galantamine (GAL), with potentiating action on
nicotinic recepton, and hupersine A (HPA), devoid of nicotinic activity, on [‘H]-m.x:t_',' Lk lime {[" H}ACh) release in striatal shees of mt brain,
All compounds are non-covalent and reversible inhibitors of AChE. Additiom of {(+)-HX (0,01 pM), GAL (10 ph) and HPA (0.1 pM) to the
superfusion medium decreased the release of the ACh neumtransmitter to a similar extent: 36%, 30% and 34%, respectively (£ < 0.01). This
effect was reverted inthe presence of atmopine { ATR; 0.1 pM), which blocks the pre-synaptic muscarinic M; meeptor. After that, a wide range of
concentrations of dmugs, concomitantly with ATR (0.1 phd), was studied in the presence of haloperidol (HAL; 0.01uM), a dopamine D
antagonist. In these conditions, 1 dose-dependent increase of ["'H]—A{'.'h release was observed i the presence of (FFHX, GAL and HPA. To test
the role of nicotinic receptors inthe dnips’ effeets on ["H}ACH releass, mecamy lamine (MEC) 100 pM was used to block such receptors, MEC
alone significantly decreased neurotransmitter releage by 18% (F < 0L05), but no change was obtained in the presence of both ATR and MEC.
Under these conditions, (+)-HX, GAL and HPA increased the release of [55-1]-)1(.‘]1 by 370, 25% and 38%, respectively { £ < (L01). Taking into
account all of these data, the present results suggest that the effects induced by (H)-HX and GAL nicotinic-receptor potentiators seem to be
mainly due to their ability in inhibiting acetylcholinestemse activity, but not by interaction on the nicotinic receptors,

0 2005 Elsevier BV, All rights reserved.

Theme Newrotrammitiens, modulstons, ransporiers, and recepiors
Topic: Acetykholine receptons: nicotinic

Keywords: Galantsmine; Huprine X; Acetylcholinestersse inhibitor; Nicofinic receptor

1. Introduction different cognitive and neuropsychiatric manifestations, and

symptoms have been directly linked to dysfunctions in the

In the centml nervous system, ACh plays an important
role a3 a modolator of different processes (cognition,
development, synaptic plasticity) acting through nicotinic
and muscarinic receptors. Alzheimer’s disease (AD) is the
most cotrmon age-related neurodegenerative disease with

* Comresponding suthor. Fax: +34 935812986,
E-mail address: victoriachsiiush es (MY, Clos),

(e-B9037% - soe front matier © 2005 Elsevier B.Y. All rights reserved.
dod: L 1016 bezinres 2005 07042

central cholinergic system. Demage to cholinergic pathways
in several brain regions (hippocampus and basal forebrain)
and a significant decrease of ACh and choline acetyltrans-
ferase (CAT) have been extensively described [5]. In
addition, ACh receptors (muscarinic and nicotinic) are also
affected, diminished in number or with their functions
abolished [3.8.42], concluding in a total degradation of
intellecmial snd mental activities |7]. Thus, the cholinergic
hypothesis [23.24.45] has served as the basis for the
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majority of treatment steategies and drug development
approaches for AD to date.

Recently, a new group of AChE inhibitors, tacrine-
huperzine A hybrids, the so-called huprines, has been
synthesised. These drugs show high selectivity and potent
inhibitory action on AChE in both in vitro and ex vivo studies
[4,11,36], and it has been clearly demonstrated that they are
maore potent 28 AChE inhibitors than their parent compounds
[2]. S0, (£)-HX showed an 1C s value on bovine and human
ACHE in a low nM range, while its activity on human
butyrylcholinesterase (BChE) was approximately more than
100 times lower than on AChE [10]. Moreover, recent data
have demonstrated that (£)-HX has an agonistic action on
muscarinic receptors, especially on the muscarinic M,
receptor subtype [38].

To date, only a few AChE inhibitoms, such as tacrine
(Cognex™, the first approved drug in this class but mrely
prescribed today), donepezil {hrlcegtﬂ'}, rivastigmine
(Exelon™) and palantamine (Reminyl™) have been ap-
proved by the FDA specifically to treat AD patients with
mild to moderate-severe symptoms [20]. The main
purpose of these compounds is to improve the cognitive
deficit through blocking the ACh hydrolysis, thus promot-
ing the cholinergic function [14]. MNevertheless, it has been
shown that the clinical potency of some AChE inhibitors
does not correlate well with their ahility to inhibit AChE
[47]. Thus, most of them have shown some activity on
acetylcholine receptors directly [29.3540] or through an
allosteric action [37]. In this sense, it has been suggested
that the effectiveness of GAL in AD treatment could be
related to its allosteric interaction with nicotinic receptors
[3.31,36).

Previous studies developed in our lab have demonstrated
that (£}-HX, like GAL, shows a potentiation effect on ACh
release in isolated cholinergic nerve terminals by interacting
with nicotinic receptors [39.41). Nevertheless, experimental
approaches used to study the potentiation activity of AChE
inhibitors on nicotinic receptors (cell cultures or synapto-
somal superfusion) do not take into account that other
neurotransmitters present in the synaptic environment can
affect the cholinergic transmission and, consequently,
modify the cholinergic response to these drugs. Thus, the
aim of the present experiments was to analyse the effect of
(z}HX and GAL (with potentigtion activity on nicotinic
receptors) on ACh relezse, using & slice-superfusion
method, and to compare their effects with those of
huperzine A (HPA), devoid of nicotinic sctivity [17,22).
This experimental approach allows us to study the
modulating effect of (£}-HX, GAL and HPA on [H]-
ACh releasse in 2 more integrated environment and,
consequently, to analyse the different components involved
in this process. Data obtained in the present study show
that zll drgs have a similar shility in modulating ACh
release, and this effect seems to be mediated by an
inhibition of AChE, and not by sctivation of nicotinic
receplors,

2, Material and methods

2.1, Animals

Adult Sprague—Dawley rats (3 -4 months) were housed
3 per cage and maintained on a 12 h light'dark cycle with
food and water freely available. Animals were killed by
decapitation and the brains were quickly removed and kept
on ice during dissection.

2.2 Preparation of brain slices

The stristum was dissected and cut sagittally, $00-pm-
thick slices, using & Mclliwain tissue chopper. Slices were
incubated at 37 “C with ['H]-choline {0.03 uM, 81 Ci/
mimol) for 200 min in 5 ml of a standard medium. The
standard medium had the following composition (in mM):
NaCl, 125; KCL, 3; Mg80s, 1.2; CaCly, 1.2; NaHC Oy, 22;
MNaH.POy,, 1, glucose 10, pH 7.2 to 7.4, and continuously
perated with 95% Oy and 5% OO0,

2.3 Superfusion protecol

After washing with the standard medium, one slice was
transferred into each of 12 parallel superfusion chambers
equipped with platinum electrodes and superfused at a
miz of 1 mlmin with the stendard mediom (37 °C)
[16,33). After 40 min of an equilibration period, 4-min
superfused samples were collected during a total of 76
min. Two 2-min periods of electrical stimulation wers
applied at min 2 {S1) and at min 66 (S2) of superfusion
24 mA, 02 Hz, 2 ms), using a bipolar pulse mode.
Antagonist and acetylcholinesterase inhibitor (AChEI
drugs were added to the superfusion medinm 50 min
and 42 min before 52, respectively. A control group with
no drug was assaved in parallel. At the end of the
experiment, each slice was solubilised in 0.5 ml of
Soluene 350. The radicactivity content in 1 ml aliquots
of the superfused samples and in the solubilised tissues
was counted by liquid scintillation spectrometry (1209
Rack Beta; Wallac Oy Finland).

The radioactivity collectad in each fraction was calculated
a8 a percentage of the total radiosctivity present at the start of
each fraction considered. The [*HJ-ACh overflow was
estimated by subtracting the basal [*H]-ACh release collected
before and after the stimulating period from the stinmlated
fraction (5). To quantify the changes in the evoked overflow
induced by drugs, ratios were caloulated between the tritium
overflow evoked by 52 and that evoked by 51 (82/51) and
compared with the corresponding ratio obtained under
control conditions [33].

2.4 Sravistical analysis

Results are expressed as mean = SEM. Variance of
groups was comparad using one-way ANOVA followed by
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Dunnett’s multiple comparison tests where appropriate. The
Student’s ¢ test followed by Bonferroni’s test was used to
compare selected groups. P < 0,05 was the threshold for
statistical significance.

2.5 Dvugs

The following drugs were used: [*H]-choline (81 Ci
mmol-1) was obtained from Amersham International;
galantamine, acetylcholine chloride, atropine, mecanmyl-
amine and haloperidol from Sipma Chemical (St. Louis,
MO, USA) (#)-12-amine-3-chloro-9-ethyl-6,7,10,11-tetra-
hydro-7,1 1-methanecyelooctablquineline  hydrochloride
[(=+huprine X] and huperzing A were obtained from the
Laboratort de Quimica Farmacéutica (Facultat de Farmdcia,
UIniversitat de Barcelona).

The protocol described above was approved by the
Animals Ethics Committee of the Universitat Autdnoma de
Barcelona and complies with the current laws of Spain,
which are in accordance with the European Commmities
Council Directive of 24 November 1986 (86/60%EEC). All
efforts were made to minimise animal suffering and to
reduce the number of animals used.

3. Results

Tritium relessed after incubation of striatal tissue with
[*H]-choline has been demonstrated to represent [*H]-ACh
during basal and stimulating conditions [19]. In the absence
of added drugs, the triiumeleased ratio between two
stimulation periods (S2/51) was 0.83+0.12,

=
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%% [*H]- ACh release
2 2

(BHPX GAL HPA (EHPX GAL HFA
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Fig. 1. Effects of {)-hupring X [{£)-HX, .01 yM] galsntzmine (GAL, 10
WMy snd huperzine A (HPA, (L1 gM) m dlectrieslly stimulaed ['H}ACh
relesss in the presence snd shaence of stropine { ATR, 0.1 gM) in rat strista]
slices. Results were expressed a3 & pefcontage of the control group (bladk
cohmn) and dsta are the mens + SEM of at least four experiments ron in
triplicate. Statistical evahmstion was performed by the me-way ANOVA
fllowad by Dunnett's sat (**P < {,001),
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Fig. 2. Effects of different antagonists, aropine (ATR, 0.1 M), mecanmyl-
aming {(MEC, 100 pM) and haloperidol (HAL, 001 pM) on elecirically
atinmlated I"‘H'j-ﬁCh relemse in rat strista] slices. Resulis were axpressod =
a percentage of the control group (Hack colum) and dats ame the mesns +
SEM of at least four experimonts run in triplicate. Statistics] evalustion wa
performad by the one-way ANOVA followed by Dunneti’s test (*P < 005
and **FP < k01

31 Effects of (th-huprine X galantamine and huperzine A,
on [PHI-ACh overflow

The effects of (+)-HX (0.01 uM), GAL (10 uM) and
HPA (0.1 uM} on [‘HJ-ACh release were determined in
perfused slices from rat stristum. The AChE inhibitor
concentrations used were close to 105 values previously
described for each drug [444]. Under these conditions,
(z)-HX, GAL and HPA showed a significant decrease of
[PH]-ACh release at similar percentage values when
compared with the control group (36%, 309 and 34%,
respectively; P < 0.01) (Fig. 1}

3.2 Effeces of (=)-huprine X, galantamine and huperzine A
on [*H]-ACh overflow in the presence of atropine 0.1 pM

To analyse the nicotinic effect of (£)-HX, GAL and
HPA the next set of experiments was performed in the
presence of ATR 0.1 pM to prevent the activation of
muscarinic M; receptors. Previously, the effect of atropine
was tested in the absence of drups. Under these
conditions, ATR significantly incressed the overflow of
[JH]-.-'l.Ch 24%; P < 0.01) over the control value (Fig.
2). The effects of (£)-HX, GAL and HPA were analysed
in a wide range of concentrations (0.001-100 pM),
nevertheless, it was not possible to test 100 pM of ()
HX because of technical problems with drug solubility. In
this set of experiments the ATE group was used as the
control proup. Although a slight increase of [*H]-ACh
overflow could be observed in the presence of higher
concentrations of HPA and GAL, it was not statistically
significant (Fig. 3). Like HPA and GAL, (£}-HX did not
modify the release of [*HJ-ACh at low drug concen-
trations; however, a significant decrease (20%:; P < 0.05)
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—a— [&JHX L.O01-10 pl + ATR 0.1 udd
—i— GAL 0.001-100 pM + ATR 0.1 uM
—a— HFA DLO01-100 uhl = ATR 0.1 pi
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Fig 3, Fffects of (+)-huprine X [{+)-HX, 0001 - 10 pM], galmsmine
{GAL, 0001100 pM) and huperzine A (HPA, (U001 - 100 pM) in the
presence of stropine (ATR, 0.1 pM) on electricslly stimmlsted [PHJ-ACH
relesse in rat stristal slices. Resuli were expressod a5 3 porcentage of the
control group, and date sre the mesns + SEM of at keast four experimans
run in iriplicaie. Statistics] evalustion was performed on selected dats using
Stdent'’s [ test followed by Bonferonis test (*P < (05 including
Bonfermoni's test cofmection).

was observed at the highest concentration used (10 pM)
(Fig. 3).

3.3 Efecrs of (tl-huprine X palantamine and huperzine A
on ["HI-ACh overflow in the presence of haloperidol
0,07 uM

Owing to the influence of dopamine D, receptors on
ACh release [9,15], and the fact that dopamine release is
under mmscarinic and nicotinic receptor modulation
[12,2543], the effects of (£)-HX, GAL and HPA were
analysed in the presence of HAL 0.01 pM, 2 dopamine Dy
receptor antagonist. Previously, the effect of HAL (0,01 pM)
was tested alone and in the presence of ATR 0.1 pM. Fig. 2
shows the effect of the dopamine D, antagonist HAL on
[sl‘l]-'-h(_:h overflow. HAL did not modify the neurotrans-
mitter release, either alone or in the presence of ATE. When
the effect of these drugs was studied under these conditions,
(+)}-HX, GAL and HPA significantly increased tritium
release. Fip. 4 shows that at higher drug concentrations
(£)-HX and HPA incressed the overflow of [*H]-ACh by
49 and 51%, respectively, { P < 0.01). GAL also increased
tritium release (309 P < 0.01), but by a lower percentage
than (#)-HX and HPA The differences of the increases
observed between palantamine versus (£)-HX or HPA were
statistically significant at the highest concentrations of the
drugs (P < 0.01),

—— [HHX 0.00-10 ph + HAL 0.07 pM +ATR 0.1 phd
—i— GAL D001-100 pM + HAL .64 pReATR 0.4 ubl
—+— HPA 0.009-100 pM + HAL 0.01 nM+ATR 0.1 M
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Fig. 4. Effectz of (+)-huprine X [{+)-HX, 0001-10 pM], galantsmine
(GAL, 0.001—100 pM) =nd huperzine A (HPA, 0001100 pM) in the
resence of stropine (ATR, 0.1 pM) and haloperidol (HAL, 001 M) on
glectrically stimulsed I‘Pﬂ-ﬁﬂl release in rat sristsl slices. Resuls were
axpressad & a porcentage of the control group, and dats sre the mosns +
SEM of at least four experiments run in iriplicate. Statisticsl evalustion
was performaed on selected dets uwsing Student's  test followed by
Bonferroni's test (*P < 005, **P < 001 incleding Bonfomoni's e
cofraction).
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Fig. 5. Effects of (t)-huprine X [(+)-HX, 0.001-10 pM], galantamine
(GAL, 0.001-100 pM) and huperzine A (HPA, 0001100 pM) in the
resence of atropine (ATR, 0.1 pM) and swcsmylamine (MEC, 100 phd)
m clectrically stinmlsted [*H]-ACh relesse in rat swistl slices, Resuls
were exprossad a5 a percentsge of the control group, amd dets sre the
means + SEM of at least four experiments mn in triplicste. Statistical
evalustion was performed on selecied dats ming Smden's ¢ st followad
by Boaferrond's test (*P < 005, **P < 0] including Bonferrni's st
cofrection),
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3.4 Effects of (tl-huprine X, palamamine and huperzine A
on [HJ-ACh overflow in the presence of mecamylamine

100 uM

Since (f)-HX and GAL are able to potentiate the
nicotinic receptor activity, the effect of the drugs was also
analysed in the presence of the MEC nicotinic receptor
antagonist. Firstly, the effect of MEC 100 pM was analysed
alone and in the presence of ATR 0.1 pM. As can be
observed in Fig. 2, MEC itself decreased [*H]-ACh release
{18%; P < 0.03), however, this effect was compensated for
in the presence of ATR.

In the presence of both ATR (0.1 pM)and MEC (100 pM),
(#)-HX (0.001-10 uM), GAL (0.001-100 uM) and HFA
{0001 100 pM) significantly increased the tritium overflow
at the highest concentrations of dmgs: 37%, 25%, 38%,
respectively { £ < 0.01) (Fig. 5).

4. DMiscussion

Different studies have demonstrated that some AChE
inhibitors, like GAL, are able to potentiate nicotinic receptor
activity [30], and it has been suggested that clinical
effectiveness of these drugs in AD treatment could be
partizglly due to their interaction with the nicotinic receptor
[1,3.31,36]). Nevertheless, experimental approaches used to
demonstrate the effects of nicotinic-receptor potentiator
drugs like GAL and (+)-HX on such receptors have been
developed using cell cultures [37] or isolated nerve
terminals [39] where interactions with other neurotransmit-
ters are completely prevented. Therefore, the nicotinic
receptor potentiation induced by (£)-HX and GAL could
be modified by different neurotransmitters and neuro-
maodulators present in the synaptic environment. In fact,
the results obtained in the present experiments suggest that,
in rat striatal slices, (+)-HX and GAL increase the [TH]-ACh
overflow only in the presence of muscarinic-, dopaminic- or
nicotinic-receptor antagonists. Consequently, this increase
of [PH]-ACh seems to be mediated by the ability of drugs to
inhibit AChE activity.

AChED (£)-HX, GAL and HPA used at concentrations
close to 1050 decreased [*H]-ACh overflow to a similar
extent by 36%, 30% and 34%, respectively (£ < 0.01).
This is consistent with previous data reported by several
authors where the effects of different AChE inhibitors on
[*H]-ACh release in brain slices were analysed. [17,18,28].
The inhibition of AChE by the drugs increases the levels of
ACh in the synaptic cleft and, in turn, ACh interacts with
presynaptic muscarinic M, receptors inhibiting its own
release. Consequently, the effect of (+)-HX, GAL and HPA
on nicotinic receptors was studied in the presence of ATR
0.1 uM to prevent the interaction of ACh on muscarinic
receptors. The only addition of ATR to the superfusion
medium, which resulted in a blockage of muscarinic M;
receptor activity, induced the consequent enhancement of

[*H]J-ACh release (25%; P < 0.01) [32,33,46). When the
effects of a wide range of drug concentrations were
analysed under these conditions, (£)-HX (0.001- 10 uM),
GAL (0.001-100 pM) and HPA (0.001-100 uM), no
modification was observed on the [FH]-ACh release.
However, at the highest concentration of (£)-HX (10 uM),
[*H]-ACh relesse decreased by 20% ( P < (.05). In contrast,
it has been previously described that (=)-HX at 10 pM
of concentration increases [ H]-ACh release through nico-
tinic receptors after blocking M, receptors in rat cortical
synaptosomes [39]. In the present experimental approach,
when (+}-HX is added to the superfusion medium, AChE
i5 inhibited, thus increasing the ACh levels in the synaptic
cleft. Moreover, due to its agonist Mj receptor effect,
(#}-HX could displace ATR from the presynaptic Mj
receptor, thus inducing a decrease in [“H]-ACh release.
This decrease was not observed using GAL and HPA since
neither GAL nor HPA interacts with muscarinic receptors
[21,22,41].

As has been stated in the Introduction, (£)-HX and GAL
show a potentiztion effect on nicotinic receptors in addition
to their inhibitory effect on AChE [30,39 41], while HPA is
devoid of this effect [22]. So, after blocking muscarinic Ma
receptors with ATR, an increase in [ H]-ACh release in the
presence of (£}-HX and GAL was expected. Nevertheless,
the tritinm overflow values remained unchanged. It is well
documented that ACh relesse is submitted to a tonic
inhibitory influence by dopamine Dy hetero-receptors in
several brain regions [6,9.27]. Moreover, muscarinic M,
receptors and nicotinic receptors are expressed in dopami-
nergic neurons and the activation of both receptors increases
the release of dopamine [13,263448). In the present
experiments, where muscarinic receptors were blocked by
ATRE, activation of nicotinic receptors in dopaminergic
nerve terminals by (£)}-HX and GAL (directly or by
blocking AChE) would increase the release of dopamine,
which in turn could interact with dopamine Dy receptors on
cholinergic nerve terminals, thus decreasing [3H]—.ﬁ.Ch
release. Consequently, an increase in [“H]-ACh release
could be observed after blocking either dopamine Dy
receptors of nicotinic receptors.

Therefore, in the following set of experiments the effects
of AChE inhibitors were analysed in the concomitant
presence of HAL (0,01 pM), a dopamine [, receptor
antagonist and ATE (0.1 uM). According to previous reports
[46], HAL did not modify the [*H]-ACh overflow either in
the presence or ahsence of ATR. Under these conditions, all
drugs tested significantly increased the ['H]-ACh overflow
in @ concentration-dependent manner, and this increase was
more noteworthy at the highest drug concentrations: (=)-HX
(49%), GAL (30%) and HPA (51%). The fact that HPA is
devoid of nicotinic activity, but in this study incressed the
release of [SH]—.I'\Ch, suggests that this increase is probably
due to an enhancement of the newrotransmitter through the
inhibitory action of drugs on AChE. Newvertheless, taking
into account that (£)-HX and GAL have a potentiating effect
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on nicotinic receptors, an interaction of (£)-HX and GAL on
such receptors cannot be ruled out.

T test whether nicotinic receptors could be involved, at
least partially, in the increase of [*H]-ACh release induced
by (=)-HX and GAL, experiments were next developed in
the presence of MEC, a nicotinic receptor antagonist.
According to previous studies [33], after blocking nicotinic
receptors with MEC, the ['H]-ACh release significantly
decreased (18%; P < 0.03), notwithstanding, in the presence
of both ATR and MEC the release remained unchanged.
Under these conditions all AChE inhibitors increased [*H]-
ACh overflow, especially at higher concentrations of drugs,
with a similar response-profile to that observed in the
presence of HAL [(£)}-HX 37%, GAL 25% and HPA 389%).
Thus, these results suggest that, in the present ex perimental
conditions, the effects of AChE inhibitors on [*HRFACh
release are only due to their ability in inhibiting the enzyme.
In fact, GAL, which shows the lowest [SH_]aACh increase, is
the least potent inhibitor included in this study [4).
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Ahbstract

The present expermments were developed to analyze the direct and'or potentiation effect of (+)-12-ammo-3-chloro-9-sthyl-
6,7,10,11 -tetrahydro-7, ll-mﬁthanmclnorta[b]qumcuhm hydrochlonide ({+)huprine X) on micotimic receptors using a wnapmtamal
=uperfuimn method. () Huprme X (1 pM, 10 pbd) increased [*H]-ACh release only at 10 ph (46%:; P <2 0.001) in basal, but not
m stimulated, conditions. Tlus effect was completely reverted by mecamylanune {100 pM; MEC). Potentiation of evoked-["H]-
ACh release mduced by ACh (1 pM) and by galantammine (GAL) 0.4 pM and physostigmine (PHY) 10 pM (55% and 50%,
respectively; P < 0.001). two well-known allostenc compounds, corroberate that the present expenmental approach i1s a suitable
method to study potentiation effects on nicotimic receptors mn the central nervous system nerve temminals. () Huprine X potentiated
the evoked-[* I-l] -ACh release mduced by ACh (1 p2) by 166% and 90%% (P < 0.001) at 10 pM and 30 pM, respectively, and this
effect was completely blocked by MEC (100 ph). In the presence of different ACh concentrations, (£)huprine X 10 uM potentiated
evoked-["H]-ACh release at low ACh concenmrations, wliule a decrease mn newrotransoutter Ielease was observed at high ACh
concentrations. The highest potentiation effect was obtained at the ACh/{Zhuprine X concentration ratto of 1:10, and this potent-
ation was observed at as low a (X)hupnne X concentration as 0.1 pM (P < 0.05). While the results suggest that huprine may
enhance the potency or effectiveness of ACh by an effect mvolving nicotinie receptors we camnot completely discard that the results
could be explained by acetvlcholine esterase mhibition.

@ 2003 Elsevier Ltd. All rl.ghtt reserved.

Eaywords: Micotinic receptors; Acetylcheolinesterase nhilitors; Galanramine; Physostgmine; (£)Huprine X, Synaptosomes

1. Introduction

It 15 well mown that in Alzheimer’s disease (ADD),
cholinergic pathways projecting from basal forebrain
regions are disrupted, and neurons ultimately dis in sev-
eral brain regions, including the hippocampus and basal
forebrain. This results in a notable decrease of acetylcho-
line (ACh) and choline acetyltransferase (CAT) in these
brain regions. Although the acetylcholinesterase (AChE)
may be affected and nicotinic receptors are diminished
in AD (Schider and Wevers, 1993; Bartus et al., 1984),
controversial data exist about changes in muscarimic

* Corresponding author. Tel.: +34-933811952; fax: +34-933812986.
E-mail address: victorta closiinabes (M.V. Clos).

OD2B-38085 - see front matter © 2003 Elsavier Lid. All nghts reserved.
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receptors, (DeKosky and Lopez, 1998; Birdsall and
Mathanson, 2001).

Because of the functional impairment of cholinergic
neurcns, therapeutic approaches are focused on the
increase in cholinergic newrotransmission. Several clini-
cal trials have shown that acetylcholinesterase inhibitors
(AChEIs) are the most promising diugs demonstrating
efficacy in the treatment of AD. Tacrine, galantamine
(GAL), rivastigmine and donepezil are some AChEIs
used in the treatment of AD (Benzi and Moretts, 1998;
Cheng and Tang, 1998), and several new ACKEIs, such
as (Hjhuperzine A are being studied (Tang and Han,
19907,

There i3 a large body of evidence to indicate that some
ACKEIs can also interact with other cholinergic strue-
tures, like muscarinic (Roman et al, 2002; Zhang et al .
2002) and nicotinic acetylcholine receptors (Milsson et
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al., 1987; Ros et al., 2001). Nicotinic cholinoceptive dys-
function is ancther leading nevrochemical feature in sen-
ile dementia of the Alzheimer type. Conseguently, nic-
otinic acetylcholine receptors have atfracted considerable
interest as potential therapentic fargets in AD. It has been
well demonstrated that selective nicotinic agonists
alleviate some cognitive deficiencies due to cholinergic
neuron dysfunction and ameliorate memory deficits in
human patients (Schider and Wevers, 1998; Martin-Fuz
et al., 1999; Woodmff-Pak and Santos, 2000).

Eecent data indicate that some AChEIs can increase
the efficiency of cholinergic transmission by an alloster-
ical action on nicotinic acetylcholine receptors
(Schrattenholz et al., 1996; Maelicke and Albuguergue.
2000y Thus, some ACHEIs like physostigmine (PHY)
and GAL enhance the activity of nicotinic receptors in
the presence of endogenous agoenist ACh in both culfured
PC12 phecclwomocytoma cells (Schrattenholz et al.
1996) and hippocampal neurcns (Maelicke and Albu-
gquergue, 2000).

Eecently, a new growp of anticholinesterasic drugs,
tacrine and ()jhuperzine A hybrids, called huprines, has
been synthesized. These dregs show high selectivity and
potent inhibitory action on AChE in both in vitro and
ex vivo studies (Badia et al., 1998; Camps et al., 2000).
(£)Huprine X showed an ICsy valve on bovine and
human AChE in the oM range, while its activity on
hnman butyrylchelinesterase (BChE) is approximately
more than 100 times lower than on AChE (Camps et
al., 2000). Moreover, recent data have demonstrated that
(f)huprine X has an agonistic action on muscarinic
receptors, especially on the M; muscarinic receptor sub-
type (Roman et al., 2002).

Because nicotinic acetylcholine receptors are reduced
i the AD and have an important role in memory and
the learning process, the goal of the present experiments
has been to study the possible direct and/or potentiation
effects of (¥)huprine X on mcotinic acetylcholine recep-
tors. For this purpose, the effect of this dmug on [*H]-
ACh release was studied using a synaptoscmal superfu-
sion method to avoid the pessible interactions with other
neurotransmitters/newromodulators  present  in the
physiological environment (Faiteri and Angelim, 1974;
Garcia-Sanz et al., 2001).

1. Materials and methods
2.1. Preparation of symaptosomes

Male Sprague—Dawley rats (3—4 moenths old) were
housed 3 per cage and maintained on a 12 h light/dark
cycle with food and water freely available. Animals were
killed by decapitation and the brains were gquickly
removed and kept on ice during dissection. Crude pre-
frontal cortex synaptosomes were prepared according to

Gray and Whittaker (Gray and Whittaleer, 1962). Briefly,
the prefrontal cortex was rapidly dissected on ice and
homegenized in 40 volumes of 0.32 M sucrose buffered
at pH 7.4 with sodinm phosphate (0.01 M). Homogen-
ates were cenfrifuged at 1000 g for 5 muin, the pellet was
discarded and the supernatant was again cenfrifuged at
12,000 g for 20 min. The crude synaptosomal pellet was
then resuspended in a standard medium having the fol-
lowing compesition (in mM): NaCl 125, KCI 3, Mg50,
1.2, CaCl, 1.2, NaHCO, 22, NaH, PO, 1, glucose 10, pH
7.2-7.4 and continuously aerated with 95% O, and 5%
COy at 37 =C.

2.2, Newrotransmitter release

The release of [PH]-ACh from synaptosomes was
measured in 2 confinuous superfusion  system  as
described by Raiteri et al. (Rattert and Angelimi, 1974).
Briefly, after incubation of the synaptosomal suspension
(15 min, 37 °C) in the presence of [*H]-choline (0.03
uhi, 81 Ci'mmol), aliguots of the synaptosomal suspen-
siont (.24 mg/protein/chamber) were distributed on (.63
pm Millipore filters and placed at the bottom of a set
of parallel superfusion chambers maintained at 37 “C.
Superfusion was started with the standard medinm aer-
ated with 95% Oy and 5% COs,, at a rate of 0.65 ml/min
(t = 0). In these conditions, newrctransmitters and
neuwromodulators present in the preparation (labeled and
endogenous) are  immediately and  continuously
removed, therefore, they cannot accumulate at the mem-
brane biophase (Garcia-Sanz et al, 2001). Conseguently,
using the present experimental approach it is not neces-
sary  to  previcusly inhibit the acetylcholinesterase
activity to evaluate the effects of drugs on nicotinic
receptors.

Before analyzing the effects of drugs synaptosomes
were superfused for 20 min to obtain a constant outflow
of triftvm (equilibration period). To avoid interactions of
drgs on presynaptic M, mumscarinic receptors, atropine
(0.1 pM) was present in all experiments. The direct
effect of ()huprine X on nicotinic receptors was studied
in basal conditions (3 mM K*). Four Z-min fractions
(F1—F3) were collected starting at £ = 37.3 min. After the
beginmng of superfusion, agonist drogs, ()hupnne X
and acetylcholine were added at the end of the first frac-
tion collected, concomitantly with standard medium.

In the potentiation studies (stimulating conditions, K*
15 mM) the following consecutive fractions were col-
lected: basal (b; = 2.5 mun), stunulated (5 = 3 min) and
after-depeolarization (basal; b, = 2.5 min). Synaptosomes
were exposed to the depolarizing stimulus (13 mM K*)
for 90 s starting at the end of the first fraction collected
(by). Agomst drogs (ACh, GAL, PHY and (t)huprine X)
were added to the superfusion medivm concomitantly
with the depolarizing medinm. When 1t was necessary,
the antagomist dmgs were added to the superfusion
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medium & min before the first fraction. and they were
present throughout the superfusion period.

The amount of radicactivity released into each frac-
tion was expressed as a percentage of the total synapto-
somal tritinm at the start of the respective collection per-
iod. To evaluate the diugs” effects on basal conditions,
the Fo/F; ratio of dmg-treated chambers was compared
with that of appropriate confrols assayed in parallel. This
F./F, ratio was compared with the correspending FJ/F,
ratic obtained in control conditions. The Kr-evoked
overflow was estimated by subtracting basal release
(b + by) from the K*-evoked release (5).

The radioactivity present in the different fractions and
i the filters was guantified by liguid scintillation spec-
trometry (1209 Rack Beta, Wallac Oy, Finland).

2.3, Sratistical analysis

Eesults are expressed as means = SEM. Varances of
groups were compared using one-way ANOVA followed
by Dunnett’s multiple comparison test where it was
appropriate. The Student’s f~test followed by Bonfer-
roni’s test were used to compare selected growps.

2.4, Drugs

The following drugs were used: [*H]-choline (81
Ci/mmol) was obtained from Amersham International;
PHY. which was dissolved in a standard medium con-
taining methanol {(=0.01%), GAL, atropine, MEC and
ACh chloride from Sigma Chenucal (5t Lows, MO,
USA). The (+)-12-amino-3-chloro-9-ethyl-6.7.10.11-
tetrahydro-7,11-methanccyecloocta[blqunoline hydroch-
loride ((£)Huprine X) compound was a generous
donation by Dr. P. Camps from the Laboratori de Quim-
ica Farmacéutica, Facultat de Farmacia, Univerzitat de
Barcelona.

1. Results

All experiments performed in the present study were
conducted in the presence of atropine 0.1 pM to block
presynaptic mmscarinic receptors and to make the nic-
otinic receptor activity stand out. In fact, it has been pre-
viously demonstrated that (£)huprine X has an agonist
effect on such receptors, although it has been only
obzerved at lhigh dmgz concentrations (Foman et al.,
2002).

In the first fraction collected (f = 3840 min), frac-
tional tritium release from rat cortical synaptosomes was
261 £ 0.1%, of the total radicactivity remaining in the
first fraction in the absence of added dmgs.

3.1 Nicotinic gffect af (thupring X on ["HJ-
acetylchaling release in prefrontal cortical
synaptosomes

It 15 kmown that activation of presynaptic micotinic
receptors increases [H]-ACh release (Milsson et al,
1987}, and this effect seems to be more apparent under
non-stiunulating conditions (Marchi and Raiteri, 1998).
Conseguently, the effect of (£)huprine X on nicotinic
receptors was firstly carmed out under basal conditions
(K* 3 mM). Using ACh 10 uM, the release of [FH]-ACh
increased by 30% (P < 0.01) over the control group.
When activation of nicotinic receptors was studied in the
presence of (£)huprine X 1 and 10 puM, an increase of
[FH]-ACh release was only obtained at the highest drug
concenfration (10 pM; 46%; F <2 0.01). The effects of
ACh and (X)huprine X were reverted in the presence of
MEC 100 pMd (Fig. 1). Nevertheless, when the effect of
(£)huprine X was analyzed in stimulated conditions (13
mM  EY), non-significant moedifications were not
observed at either 1 PM or at 10 pb (tritivm overflow:
control group = 2.64 £ 0.07%; ( + Jhuprine X 1 uM =
267 £ 013%; { £ Jhoprine X 10 pM = 2.47 £ 0.11%;
n= 3.

3.2, Potentiafion effect of anticholinesterase drugs on
nicotinic receptors in prefiontal corfex synaptosomes

321 Effect of PHY and GAL on eveked- [PHJ-ACh
release induced by ACh

To evaluate whether our experimental approach was
an appropriate method to study the potentiafion action

160 - -

(T
140 4

b2

120 4

100

60

% CONTROL VALUE

- - 10 10 - ACh pM
1 10 10 (£)Huprine X pM

- 100 - 100 - 100 MEC pMm

Fig. 1. Effect of ACh 1 pM and (t)buprine X 1 and 10 pM, in the
presapce and in the shsence of MEC 100 pM on basal release of ["H]-
ACh in rat cortical svoaprosomes. Atropine 0.1 UM was present during
the experiment to block mmscarimic M, presymaptic receptors. The
black colump repressnts control valnes. Fesults were expressed as a
percentage of the confrol group and data are the means £ 3EM of ar
least four experimants mn in triplicate. Statistical evaluation was per-
formed by the one-way ANOVA followed by Dunett's test (==F <
0.01).
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of (£)huprine X on nicotinic receptors, we first analyzed
the effects of GAL and PHY, two well-dezcribed anti-
cholinesterasic drugs whose ability to pofenfiate nic-
otinic receptor responses through an allosteric effect has
been demoenstrated (Schrattenholz et al., 1996; Maelicke
et al., 2000). Firstly, the experiments were conducted in
basal conditions; nevertheless, no modifications on [FH]-
ACh release induced by ACh (1 pM) were cbserved in
the presence of anticholinesterasic drugs (by/b,- control
group = 0.96 + 0.015; ACh 1 pM = (.94 + 0.01; ACh
1 ub + GAL 04 pM = 0925 + 0.024;: ACh 1 uM +
PHY 10 pM = 0.93 £ 0.023; n = 3). Consequently, the
potentiation effect of GAL and PHY was studied in sti-
mulating conditions similar to those used in electrophy-
siclogical studies (Storch et al., 1995; Schrattenholz et
al., 1996; Zwart and Vyverberg, 2000). As can be
observed in Fig. 2, in the absence of ACh neither PHY
nor GAL modified the evoked-[FH]-ACh release. When
GAL and PHY were added to the superfusion medim
i1 the presence of ACh 1 uM., a strong potentiation of
evoked-[*H]-ACh release induced by ACh was obtained
(53% and 30%, respectively; F < 0.01). The potentiation
effect of GAL and PHY was abrogated in the presence
of 100 uM MEC, a nicotinic receptor antagonist (Fig. 2).

180 ~

i

160 - =

b2

140 ~ bkl
120 4 T
100 4 -
B0

G0

% CONTROL VALUE

40 -

20 4

-1 1 - 1 -1
0.40404 - - =
10 10 10
- - 100 - = 100 = =100

ACh M
GAL pM
PHY uM
MEC uM

Fig.2. Effect of ACh 1 M and GAL 0.4 and PHY 10 pM, in the
presence and mothe absence of ACh 1 pM, on ewvoked-["H]-ACh
release on micotinic receptors in rat coomical synaptosornes. Atropine
0.1 UM was present during the experiment to block mmscarinic M,
presyoapiic receptors. MEC 100 UM was used o revert nicotinic effect
induced by ACh, GAL and PHY. The black cohunn represents conmwol
walues. Fesults were exprassed as a percentage of the couwtrol group
and data are the means + SEM of ar least four experiments mmn in
wiplicate. Statistical evaluation was performed by the one-way
ANOVA followed by Duneti's test [+ =F < 0010

322 Effect of {thuprine X on evoked-["HJ-ACh
release induced by ACh

After establishing that our experimental method was
appropriate for studying the potentiation actions on nic-
otinic receptors, the effect of (£)huprine X was analyzed
using the same experimental approach. To attain this
goal, a wide range of (X)huprine X concentrations (0.1-
30 pM) was studied i the presence of 1 pM ACh. In
these conditions, (tjhuprine X enhanced evolked-[*HJ-
ACh release mnduced by ACh with a maximal effect at
10 phd (170%; P = 0.01). Nevertheless, the magnitude
of potentiation caused by (X)huprine X at the lughest
concenfration (30 UM} was 90% (P < 0.01). Technical
problems with diug selubility limited the study at higher
concenfrations of the dmg. No significant changes were
observed at lower drug concentrations, ie. 0.1 and 1 uM
(Fig. 3).

Afterwards, the effect of 10 PM (£)huprine X on a
wide range of ACh concentrations (0.001-30 pubd) was
analyzed. As Fig. 4 shows, the concentration—response
curve of ACh is “bell-shaped”, and this curve 15 consist-
ent with nicotinic receptor desensitization af a high agon-
ist (ACh) concentration. In the presence of (£)huprine
X, the maximal potentiation effect was obtained at 1 uM
ACh (169%; F <2 0.03) and this effect was surpassed at
higher ACh concentrations (ACh=3 ulI).

Thus, at ACh 3 pM the potentiation of (£)huprine X
was only 49%, while an inhibitory effect on evoked-
FH]-ACh release induced by ACh at 10 and 30 uM
was observed.

Dze to the highest potentiation effect of (£)huprine X
being observed when the concentration ratio of
AChi{+)huprine X was 1:10, the potentiation effect of

200 .

180 T
L 160 - -
T 140 " .
= 120
Q 100 -
80 -
60
40
20 1
o -

% CONTR

-1 1 1 1 1 AChpm
- - 01 1 10 30 (*)Huprine X pM

Fig. 3. Effect of (£)huprine X (0.1-30 UM} in the presence of ACh
1 UM, on evoked release of ["H]-ACh in rat cortical synaptosomes.
Amropine 0.1 PUM was present during the experimeant. The black column
represants the control values. Fesults were expressed as a percentage
of the control group and data are the means £ SEM of at least four
experiments mu in wiplicate. Sratistical evaluation was performed by
the ope-way ANOWVA followed by Dunet’s test (==F < 0.01).
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—8— ACH + (£} Hugrire X 10 uM
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Fiz. 4. Effect of ACh {0.001-1000 UM m the pressnce (M) and in
the absence (@) of (t)buprine X 10 UM, on the evoked release of
[FH]-ACh in rat cortical synaptosomes. Atropime 0.1 P was present
during the experiment to block M, presvoapric receprors. Results were
expressed as a percentage of the comwrol group. Dam are the means
+ SEM of ar least four experiments muo o miplicate. Statistical evalu-
atton was performed on selected dara nsing Stdent’s t-test followed
by Bonferroni's test (=F < 005 mcluding Booferroni's test
CoTeCtion).

(thuprine X using different ACh (0.0001-1 pM) and
(£)huprine X (0.001-10 pM) concentrations (Fig. 3) was
studied. In any case, the 1:10 concentration ratio was
maintained. The potentiation effect on [*H]-ACh release
was cbtained at 0.1, 1 and 10 pM of (X)huprine X (P
<2 0.03). In the presence of MEC (100 pM), the release
of evolked-[*H]-ACh enhanced by ()huprine ¥ and ACh
was completely blocked.

3.2.3 Effect of choline on [PHJ-ACh releass

Previous reports have indicated that choline induces
a significant potentiation which i1s similar to that shown
by AChEIs on the same type of mcotinic receptors and
pharmacelogical profile of choline induced to consider it
as a physiological co-agomst drug (Zwart and Vijerberg,
20007, Using the same experimental approach, the effect
of 10 uM choline in the presence and in the absence of
1 pM ACh was studied. In the presence of ACh, choline
showed a potentiating effect on the evoked-["H]-ACh
release induced by ACh (32%; P <2 0.01). Nevertheless,
i the absence of ACh no effect was observed (Fig. 6).
MEC (100 phf) antagonized the effect of choline.

4. Discussion

The results obtained in the present study demonstrate
that (£)lwprine X, a new AChE inhibitor, not only

—8— ACh
—=— ACh + (t}Huprine X
200 - —a— ACh + (t}Hupring + MEC 100 uM
w .
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Fig. 5. Effect of ACh (0.0001-1000 UM) in the presence (M) and in
the absance (@) of (H)huprine X (0.001-10 UMD, on the evoked release
of ["H]-ACh iv rat cortical synaptosomes. Amopine 0.1 U3 was preseat
during the experiment to block M, presynaptc receptors. MEC 100
WA was used to revert the effect mduced by ACh and (+)buprine X
(). Fesults were expressad as a percentage of the control group and
dara are the means + SEM of at least four experiments mo in riplicate.
Sratistical evaluation was performed on selected data using Smudent’s
r-test followed by Bounferroni’s test (=P < 0.05 inclhuding Bonferront’s
test Correction).

showed an agonist effect on micotinic receptors in basal
conditions (3 mM K*) tut also potentiated the evoled-
[FH]-ACh release induced by ACh on nicotinic receptors
of cholinergic nerve terminals in a similar way as GAL
and PHY.

(£)Huprine X i3 a new ACHEI that, in addition to
inhibiting the AChE (Camps et al., 2000), has demon-
strated itself to be a mmscarinic receptor agomst, speci-
ally on M; receptors (Foman et al, 2002). Present data
show that (£)huprine X also has a nicotinic agomist effect
under basal conditions at the highest diug concentration
(10 pM), but not under stimulating conditions. It i3
important to mention that: (i) due to the present experi-
mental design, the interaction of drogs with AChE does
not alter the effects of dmgs on [FH]-ACh release (see
Materials and methods); and (i) all experiments were
conducted in the presence of atropine (0.1 UM) to aveoid
interaction of added drugs with muscarinic M, receptors
and to make nicotinic receptors stand out.

The differences befween basal and stimulating con-
ditions could suggest that the sensitivity of a nicotinic
receptor probably differs depending on the depolanz-
ation degree of the membrane. Accordingly, it has been
described that different meotinic receptor responses can
be observed when external membrane voltage i3
changed, as occurs with other ligand-gated 1on channels
(Johnson and Ascher, 1987; Mayer et al,, 1989).
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Fig. 6. Effect of choline 10 pM in the presence and in the absence
of ACh 1 pM, on the evoked release of ["H]-ACh in rat cortical syonap-
tosomes. Aropine 0.1 WM was present during the experiment to block
M, presvoaptic receptors. MEC 100 UM was used to revert the effact
showed by ACh and (+)bnprine . The black colnmn represents the
control wvalnes. Fesults were expressed as a percentage of the contrel
group and data are the means + 3EM of at least four experiments mn
in wiplicate. Statistical evaluation was performed by the one-way
ANOVA followed by Duneti's test [+ =F < 0010

As has been stated in the Introduction, PHY and GAL
act as a novel class of nicotinic acetylcholine receptor
ligands that are able to potentiate micotinic receptor
activity in the presence of the endogenous agomist, ACh
(Zwart and Vijverberg, 1997; Zwart and Van Kleef
1999; Woodmff-Pak and Santos, 2000). Consequently,
to establish whether the synaptosomal superfusion sys-
tem was a suitable experimental approach to study
potentiation mechanisms on nicotinic receptors, the
effect of both drogs was analyzed in ow experimental
conditions. Firstly, the effects of PHY (10 pM) and GAL
(0.4 phd) were studied in basal conditions. Nevertheless,
in such a situation, the ["H]-ACh release was not modi-
fied by PHY and GAL, neither in the absence nor in the
presence of exogenous ACh. When the same experiment
was performed under stimulating condifions (15 mM
E*), PHY and GAL potentiated the increase of evoled-
[*H]-ACh releaze induced by ACh 1 uM. These data not
only were i agreement with previous reports (Zwart and
Vijverberg, 2000; Maelicke et al., 2000), but also sug-
gest that the synaptosomal superfusion system could be
an appropriate expenimental method to study the potenti-
ation and/or allosteric modulation of nicotinic receptors.
In fact, to owr knowledge, this is the first ime that the
allosteric potentiation of [FH]-ACh release induced by
GAL and PHY on nicotinic receptors is reported on pre-
synaptic CINS nerve terminals. Similar data have been
described using cell cultures (Zwart and Vijverberg,

2000; Maelicke et al, 2000, It is worth noting that
potentiation was only evident when the experiments
were developed under stimulating conditions. It might
be possible that during stimulation, but not in basal con-
ditions, the binding site for both GAL and PHY could
be medified to an active form, inducing pharmacological
property changes of nicotinic receptors and increasing
the response of such receptors to the endogenous agonist
(ACh) when allosteric ligands are present.

Accordingly, the potentiation effect of (E)huprine X
was studied vsing the same experimental conditions. As
was cbserved with PHY and GAL, (+)huprine X (0.1-
30 uM) increased the evoked-["H]-ACh release induced
by ACh (1 pM) at concentrations of 10 and 30 pb, sug-
gesting a posifive modulation of (X)huprine X on nie-
otinic receptors since MEC antagonized this effect. If i3
important to note that the potentiation effect of
(£)huprine X was lower at the highest drug concentration
(Fig. 3). This effect was also previously described with
PHY and GAL. In fact, it is known that high concen-
trations of both diugs can block the open ion channel
(Wachtel, 1993; Storch et al, 1995; Maelicke et al,
2000). Therefore, it could be possible that at the highest
concenfration (30 UM), (£)huprine X blocked the ion
channel and, as cccurs with PHY and GAL, the potenti-
ation effect was lower than that observed at 10 ubd

The fact that in these experiments the greatest potenti-
ation effect of (X)hwprine X was observed at 10 ph, in
the next set of experiments the effect of (£)huprine X at
10 pM was studied in the presence of a wide range of
ACh concentrations (0.001-100 phd). As has been pre-
viously described (MMarchi et al, 1999), increasing con-
centrations of ACh enhanced the evoked release of [*HJ-
ACh release from prefrontal cortical synaptosomes,
according to a “bell-shaped” concentration—response
curve that agrees with desensitization at high agonist
concenfrations. Thus, the presence of (Xhuprine X (10
UML) concomitantly with ACh induced a similar “bell-
shaped”™ concentration—response curve, and  the
maximm enhancing effect was cbtamned when the con-
centration ratio of (£)hupnne X/ ACh was 10:1 (Fig. 4).
It is notewerthy, in this regard, that the potentiating
effect of GAL on the ACh-induced response was limited
to diug concentrations below 1 UM, and that this effect
is reversed at higher dmg concentrations (Maelicke et
al., 2000). These authors suggested that this latter effect
was due to a direct channel blockade by GAL.
(£ Huprine X shows a similar profile of potentiation;
nevertheless, in the present experiments the decrease of
its potentiation was observed when the ACh, but not
(£)huprine X, concenfration was increased up to 1 pM.
Therefore, these data are more consistent with a desensi-
tization secondary to an initial nicotinic receptor acti-
vation rather than to a blockade of open ion channels by
(£)huprine X,

It 15 assumed that insufficient levels of ACh at cortical
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synapses severely impair the modulatory finction of this
neurotransmitter, and it has been described that in AD
patients the cortical ACh levels are decreased by about
50% as compared to nommal elderly people (Giacobini,
1998). In the present study (Hlhuprine X was able to
potentiate the effects of ACh on nicotinic receptors even
at low newrotransmutter concentrations. Moreover, taking
e account that the maximum potentiation effect was
obtained at a concentration ratio of (¥)huprine X/ACH
10:1, the effect of different (£)huprine X concentrations
(0.001 M-10 pM) on increasing concentrations of ACh
(0.0001-1 pM), maintaining the concentration ratic at
10:1 was analyzed. In such conditions, 0.1 pM of
(£)huprine X was able to potentiate the effects of ACh
on evoked-[*H]-ACh even at such low ACh concen-
trations as 0.1 uM (Fig. 3). Consequently, (£)huprine X
shows a wide cholinergic profile since, in addition to its
anticholinesterase activity (Camps et al, 2000), it is a
muscarinic (Roman et al.. 2002) and nicotinic receptor
agonist and, more importantly, it has shown a wide
potentiating effect on nicotinic receptors.

It has been demoenstrated that in cultured hippocampal
neurons and hippocampal slices choline has an agomst
effect on o7 nicotinic receptors but not on ad4p2 recep-
tors (Alkondon et al, 1997, 1999). In addition, in the
presence of ACh, choline acts as a coagonist on o4
nicotimc receptors, enhancing the effects of the neuro-
transmitter on such receptors expressed in Xenopus
oocytes cell (Zwart and Vijverberg, 2000). In the present
study, choline modified the release of [FH]-ACh in the
presence of exogencus ACh (potentiation effect) but not
i1 the absence of this ACh. These results could suggest
that nicofinic receptors located at the presynaptic levels
of cholinergic nevrons in the frontal cortex do not belong
to the o7 receptor type but could be add type. Never-
theless, results obtained herein do not allow us to predict
which nicotinic receptor subtypes are located at such
nerve terminals.

In summary, in the present study it has been demoen-
strated that the acetylcholinesterase inhibitor, 1e
(£)huprine X, has a duoal action on cortical nicotinic
receptors. Firstly, (£)huprine X showed an agenistic
effect on such receptors but only at the highest dug con-
cenfration and in bazal conditions. However, the most
relevant results obtained herein are related to the ability
of (£)huprine X to enhance the potency or effectiveness
of ACh by an effect imvelving micotinic receptors.
although we cannot completely discard that the results
could be explained by acetylcholine esterase inhibition.
The fact that the anticholinesterasic diug was able to
enhance the effects of ACh on mcotinic receptors,
specifically, at very low concentrations of the neuro-
transmitter indicates that (£)huprine X could potentially
be nseful in the symptomatic treatment of AD. Neverthe-
less, a more detatled charactenization of the pharmaco-
logical profile of (£)huprine X i3 required.
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4. Anexo

71 “Lo mastrige de la vejez es carecer de ella”.
Santiago Ramaén y Cajal, Premio Nobel de Fisologia y Medicina

(1852-1934)
4.1. PRPjo6-126 MINIPRION AGGREGATION INDUCED BY ACETYLCHOLINESTERASE
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Transmissible spongiform encephalopathies are caused by an extra-cellular surface
protein, the scrapie prion protein (PrP*), which is an aberrant form of normal and
functional cellular prion protein (PrP). The pathological hallmarks of these diseases
are the accumulation and deposition of PrP* in the form of amyloid fibrils in the
central nervous system (Tateishi et al, 1988). Similar events occur in Alzheimer disease
(AD), where the aggregation of amyloid 3 protein (Ap) constitutes one of the most
important features (DeKosky and Lépez, 1998). The main physicochemical
characteristics that distinguish PrP* from PrP® is the high content of B-sheet secondary
structure strongly resistant to proteolytic digestion, as what occurs with A} protein

(Cohen and Prusiner, 1998; Selvaggini et al, 1993).

It has been observed, in some patients, that Al and prion pathology can coexist
(Muramoto et al, 1992; Hainfellner et al, 1998) and a common spatial pattern of
protein deposition in both pathologies has been described (Armstrong et al, 2001).
The nature and size of plaques are very similar and the morphology of multicentric
PrP* plaques looks like AP immunoreactive senile plaques (Kovdcs and Budka,
2002) and, in addition, a similar location and distribution of PrP* and AP deposits
clusters can be observed in the cerebral cortex in Creutzfeldt Jakob disease (CD)) and
AD (Armstrong et al, 2001).

Although the triggering mechanism of the aggregation of the amyloid protein is not

well-known, it has been described that acetylcholinesterase (AChE), an important
component of cholinergic synapses, colocalizes with AP deposits of brains in
Alzheimer’s disease and accelerates assembly of A peptides (Inestrosa and Alvarez,

1996). This noncatalytic function of the enzyme has been related to the peripheral

anionic site close to the entrance of the active-site gorge, and it has been widely
described that AChE directly promotes the aggregation of the PA peptide into
amyloid fibrils through its activation (Inestrosa and Alvarez, 1996; Alvarez et al, 1995).

The amyloidogenic effect of AChE in AD has been well-documented (Inestrosa and

Alvarez, 1996; Bartolini et al, 2003; Alvarez et al, 1998; Munoz and Inestrosa, 1999)
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and, recently, it has been demonstrated that propidium, a purely non-specific
cholinesterase inhibitor (AChEI) (Szegletes et al, 1999) binds to the peripheral site
decreasing the BA protein aggregation. A similar effect can be observed with non-
selective bisquaternary inhibitor decamethonium, which also can decrease protein
aggregation (Bartolini et al, 2003). Nevertheless, active-site competitive inhibitors
like edrophonium did not show any effect on induced A fibrillogenesis (Campos et

al,, 1998; Barak et al, 1994).

The PrPioc-12¢ peptide, derived from mouse—infectious PrP, is a synthetic protein
without any biologically contaminant activity and is especially desirable for biological
assays (Riek et al, 1997; Bonetto et al, 2002; De Giogia et al, 1994). PrPioe-1n6 Was
found to show most of the PrP* properties, including B-sheet conformation and
amyloid fibrils formation which are able to induce both nerve cell degeneration and
glial cell activation in vitro (Bonetto et al, 2002; Forloni et al, 1993; De Giogia et a/,
1994). Thus, the main goal of the present study is to analyse the AChE aggregation
activity on PrP;s-126 deposition based on the common features described between A3
and PrP*. Preliminary data have shown that AChE is able to induce the PrP*

aggregation in a similar way as has been previously described with Af} protein.

2. Material and Methods

The following drugs were used: Bovine erythrocyte AChE and propidium iodide were
obtained from Sigma Aldrich. (+)Huprine X and huperzine A were provided by Dr
Pelayo Camps, from the Laboratori de Quimica Farmacéutica de la Facultat de
Farmacia, Universitat de Barcelona. Wild-type PrPios-126 peptide
(K°°TNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) and scramble PrPios-126 peptide
(K'°°’NGKALMGGHGATKVMGAAA) were a generous donation by Dr Mario Salmona,

from the /stituto di Recerche Farmacologiche, Milan.
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2.1 Preparation of samples

Lyophilised aliquots of the PrPigs-126 peptide were suspended in 200 mM TRIS-HCI
(pH 7.0) at a concentration of 1 mM. To generate amyloid fibrils, samples were
vigorously shaken and incubated for 72 hours at room temperature (Selvaggini et al,
1993). When the experiments were developed in the presence of AChE, the enzyme
was added to the peptide suspension to a final concentration of 2.5 M and incubated
in the same experimental conditions. To study the anti-aggregating effect of AChEI,
the peptides were previously dissolved in the TRIS-HCI solution to achieve the
different concentrations studied. After that, they were added to the incubation
medium in the presence or in the absence of AChE. After incubation, samples
containing soluble and aggregated PrPio¢-1n¢ Were separated by centrifugation at
13000 rpm for 10 minutes, and both fractions were stored at -20 2C for posterior
analysis by HPLC.

High pressure liquid chromatography (HPLC) analysis. Supernatants and pellets
containing PrPigs-126 soluble and aggregate forms were quantified by HPLC on a
reverse C4 column (symmetry 300 19x150 mm particle size 7 pm; Waters), using a
mobile phase of 0.1 % TFA: water (eluent A) and 0.08 % TFA: acetonitrile (eluent B)
with a non-linear gradient of 0%-60% solvent B for 20 min. The column eluents were
analysed at 240 nm and the absorbing peak was obtained at 22 minutes at 0.5
ml/min. Before injecting the sample, formic acid was added to the pellet, and
supernatant fractions to disassemble amyloid aggregates formed during the

incubation period, making the pass of the peptide trough the HPLC column easier.
Statistical analysis. Results are expressed as mean=SEM. Variances of groups were

compared using one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test

where appropriate.

3. Results

3.1, Spontaneous aggregation of miniprion wild-type and scramble Prp (06-

126°
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The spontaneous aggregation of the PrPigs-26 (1 mMM) peptide was analysed at O h
and after 72 h of incubation by HPLC measurement. The percentage of total PrP;ge-
e content in the supernatant (soluble form) and in the pellet (aggregate form) can

be observed in Fig 1a. The 78.8%+ 6 of total PrPos-1s content was located in the

pellet, while only 20.7%+2.3 remained in soluble form after 72 h of incubation. The
scramble type of synthetic peptide PrPios-126 did not form amyloid fibrils, and the
pellet fraction only contained a small amount of aggregated protein; however, the
supernatant fraction contained the greatest quantity of scramble protein PrPios-126
(Fig 1).

3.2, Effect of bovine erythrocyte AChE on PrP (06.12¢ aggregation.

The amyloid fibrils formation of wild-type PrPigs-ns (1 mM) was studied in the
presence of 2.5 uM of bovine erythrocyte AChE. No PrP;os-126 aggregation was found
at 0 h using HPLC analysis. Unexpectedly, after 72 hours of incubation, the
percentage of wild-type PrPos-16 in the pellet dramatically decreased (25.8%:+*2.1;
P<0.001) (Fig 2) compared with the PrPio¢.1¢ aggregation experiments in the

absence of AChE. The content of the supernatant fraction (the non-aggregated
peptide) was as low as 2.8%+0.8 (P<0.001).

The concomitant presence of scramble PrP;gs-6 and AChE did not modify the results

obtained in the absence of the enzyme (Fig 2).

The fact that in the presence of AChE the total content of PrP;os-126 in both pellet and
supernatant fractions was only 28.6% of the total protein content present in the
incubation medium was very surprising. It was probably due to the size of aggregates
induced by AChE which were so big that they were unable to pass through the
column filter of HPLC. Neither formic acid nor protein kinase K were able to solubilise
the aggregates formed. Therefore, PrPios-126 protein content detected in the pellet

fraction could correspond to the small-sized aggregates.
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3.3. Effects of propidium iodide on the PrP,ys.12c aggregation induced by
AChE.,

In the next set of experiments the PrPios-n¢ aggregation induced by AChE was
analysed in the presence of different concentrations of propidium (0.1, 1, 10 and 100
M), an inhibitor of the peripheral site of AChE. Propidium iodide was concomitantly
added with AChE to the incubation medium and the pellets and supernatants were

analysed by HPLC. As Fig 3 shows, propidium increased the content of PrPioe-12¢ in

the pellet fraction, as compared with the results obtained in the presence of AChE
alone. This increase was significant at 10 M (50%=1.78, P<0.05) and at 100 uM (68+1.3
%, P<0.01). At these concentrations, propidium iodide also induced a recovery in the
soluble PrP;os-126, similar to the control group’s value. Propidium iodide alone did not
modify the spontaneous peptide aggregation at any drug concentration studied

(data not shown).

3.4, Effects of (-)huprine X and huperzine A on the PrP,ys.;2¢ aggregation
induced by AChE .

In the next set of experiments the PrP,os-126 aggregation induced by AChE 2.5 |M was
analysed in the presence of different concentrations of two AChEI potentially useful
for symptomatic AD treatment, (+)huprine X (0.01, 0.1 and 1 mM) and huperzine A (1
mM).

The presence of (x)huprine X (Fig 3) significantly increased the Prpioe-126 content in the
pellet fraction as compared with data obtained in the presence of AChE alone (at 0.1
mM 48%=2.8; P<0.05 and at 1 mM 51%=2.31; P<0.05). (x)Huprine X alone did not
modify the spontaneous peptide aggregation at any drug concentration studied
(data not shown). Huperzine A (ImM) did not modify the PrPio¢-n6 Qggregation
induced by AChE (Fig 3).
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4. Conclusion and Discussion.

Data obtained in the present experiments are the preliminary results of a more in-
depth analysis about interaction of AChE and PrPioe-e. Adgregation studies
developed in the presence of AChE have demonstrated that, as occurs with Af
protein (Inestrosa and Alvarez, 1996; De Ferrari et al, 2001), the aggregation process
of PrPyoe-126 is induced by the enzyme, and compounds which block the peripheral site
of AChE inhibited this process.

In accordance with a previous report (De Giogia et al, 1994), data obtained in the
present experiments show that PrP;oe-12¢ sSpontaneously aggregates (78.8%) after 72 h
of incubation. It is known that the transition of PrP® to PrP* involves a
conformational change with a decrease in the o-helical secondary structure and a
significant increase in [(-sheet content (Eigen, 1996; Cohen and Prusiner, 1998;
Kitamoto et al, 1992). This structural change implies modifications in the
physiochemical properties, including insolubility in non-denaturing detergents and
partial resistance to protein kinase K digestion (Prusiner, 1982). In addition, the PrP*
peptide assembles by forming small B-sheet oligomers which, with further growth,
produce amyloid-like fibrils. These fibrils show features and staining properties similar

to those described in the Alzheimer’s A3 protein (Kovéacs and Budka, 2002).

When AChE was included in the incubation medium, the PrP;g.126 content in both
pellet and supernatant drastically decreased. It has been stated in the Method section
that in these conditions the aggregate size was so large that, consequently, they could
not pass through the column filter, and it was not possible to detect the PrPios-126
content in the pellet fraction by the HPLC method. Neither formic acid nor protein
kinase K were able to solubilise the aggregates. Although it was not possible to
directly quantify the aggregation induced by AChE, the total content of PrP;os-126

detected in pellet and supernatant fractions, was 28.6%.

Therefore, this suggests that about 71.4% of PrP,os-126 Was included in the large-sized
aggregates. However, these results are not conclusive, they also suggest that AChE
induces the aggregation process and, in addition, increases the aggregate size. This

aggregation effect of AChE on PrPjoen¢ would be similar to those previously
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described with A3 (Campos et al, 1998; Alvarez et al, 1995; Bartolini et al, 2003), in
which an increase in the aggregate size and high stability of aggregates have been

observed in the presence of the enzyme (Alvarez et al, 1998).

The pro-aggregating effect of AChE was inhibited by propidium iodide, a selective
blocker of the peripheral site of the enzyme. The values of PrP;gs-126 content in the
pellet and in the supernatant fraction at the highest concentration of propidium, 100
M, were close to those observed in the spontaneous aggregation process of PrP;os-126
(68% in the pellet fraction and 18% in the supernatant fraction). The reversal of the
effect of AChE by propidium iodide was similar to that described in previous studies
on the AChE pro-aggregation effect on A protein (Bartolini et al, 2003). In the
present experiments propidium iodide at 100 pM inhibited the AChE-induced
PrPios/126 aggregation by 85%.

(*)Huprine X at 0.1 mM and 1 mM was also able to partially inhibit the pro-
aggretating effect of AChE. Studies performed by using a crystalographic method
(Camps et al, 2000) have demonstrated that (x)huprine X, a new AChEI, interacts
not only with the catalytic site of the enzyme, but also with the peripheral site. The
association -and dissociation- rate constants for (z)huprine X with AChE was also
determined, and the location of their binding site on the enzyme was tested in
competition studies with the peripheral site inhibitor propidium and the acylation site
inhibitor edrophonium. Results indicate that (¥)huprine X binds to the enzyme
acylation site in the active site gorge but also shows a slight affinity with the
peripheral anionic site (Camps et al, 2000). Therefore the ability of (x)huprine X to
revert the AChE effect on the PrP;os-126 ggregation process could point appointed to
an interaction of AChEI with the peripheral site. The study of the affinity of huperzine
A to the AChE peripheral site suggested a lower or non interaction between AChEI
and the peripheral site (Camps et al, 2000). In the current study the presence of
huperzine A (1 mM) in the incubation medium with AChE and PrPige-126, did not

induce any effect in the pro-aggregating activity of the enzyme.

These preliminary data show that AChE is able to induce PrP* aggregation in a
similar way as has been previously described with the BA protein, therefore, it could
be suggested that the amyloidogenic effect of AChE would probably be a general

mechanism rather than a selective action on A protein.
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Fig 1L Reaults show the percentage of wild-type (WT) and scramble (SC)
prion peptide PrP,,.,6 (1 mM), recovered in the pellet fraction (aggregated
protein) and in the supernatant fraction (non-aggregated protein), after 72
hours of incubation at 25°C. Reaults are expressed as meant &M of four
experiments performed in triplicate

104



I pellet

C -
S 100 T - [ Supernatant
©

ik

= 75 7

o

(@)

©

0

S 50 7

8

—
DC Kkk
a 25 7
©

aaa
X - =
PrP 106126 WT PrP 106126 SC PrP 106126 WT PrP 106126 SC
1mM 1mM 1mM 1mM
+ AChE 2.5 uM

Fig 2. Reaults show the percentage of wild-type (WT) and scramble (SC) prion peptide PrP,y,.
s (1 mM), recovered in the pellet fraction (aggregated protein) and in the supernatant
fraction (non-aggregated protein), after 72 hours of incubation at 25°C, in the absence and in
the presence of 2.5 M AChE Reaults are expressed as meant &M of four experiments
performed in triplicate (***P<0.001 vs pellet content of PrP,s,s WT in the absence of
AChE, aaa P< 0.001vs. supernatant content of PrPys.1,6 WT in the absence of AChE)
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Fig 3. Reaults show the percentage of wild-type (WT) prion peptide PrP,ys.s (1 mM) recovered in the pellet
fraction (aggregated protein), after 72 hours of incubation at 25°C, in the pressnce of 2.5 yM AChE and the
absence and in the presence of propidium iodide (0.1-100 yM), (% )huprine X (10, 100 and 1000 pM) and
huperzine A (1000 uM). Results are expressed as mean+3M of four experiments performed in triplicate. (**

P<0.01y * P<0.05 vsrealts obtained in the presence of AChE and in the absence of propidium iodide and
(x )huprine X, respectively).
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Los estudios de afinidad de la (x)huprina X sobre los receptores muscarinicos
de tipo M; y M, mediante la técnica de unién de radioligandos demuestran
que la(®)huprina X desplaza tanto la pirenzepina-[’H] como el
quinuclinidylbenzilato-[>H] con unas Ki de rango M mostrando una afinidad

14 veces superior por los receptores M;.

Los estudios funcionales realizados en ternimales colinérgicos en corteza
prefrontal de rata mediante la técnica de superfusibn de sinaptosomas,
indican que la (x)huprina X tiene un efecto agonista sobre los receptores M,.
Asi mismo, y de acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de unién
de radioligandos, este efecto requiere concentraciones aproximadamente 10

veces superiores a las que muestra un efecto agonista sobre los receptores M;.
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3. Los estudios funcionales realizados en terminales dopaminergicos en tejido
estriado de rata mediante la técnica de superfusion de sinaptosomas indican

que:

3.1. La(2)huprina X incrementa la liberacién de [?’H]-DA mediante un
efecto agonista sobre los receptores M;, dado que la atropina, un
bloqueante de los receptores muscarinicos, inhibe parcialmente este
efecto.

3.2. La(®huprina X presenta un efecto agonista sobre los receptores
nicotinicos ya que el incremento de la liberacién de [’H]-DA es
también parcialmente bloqueado la mecalmilamina, un antagonista
de dichos receptores.

3.3. La presencia de ambos antagonistas no revirtié por completo el efecto
de la (®)huprina X sobre la liberacién de [PH]-DA, resultados que
indican que la (¥)huprina X podria modular la liberaciéon de este
neurotransmisor a través de mecanismos no relacionados con los

receptores colinérgcos.

4. De los estudios funcionales sobre la interaccién de la (x)huprina X con los

receptores nicotinicos pudo demostrarse que:

4.1. El sistema de superfusién de sinaptosomas es un método apropiado
para el estudio de potenciacién de los receptores nicotinicos tal como lo
demuestran los resultados obtenidos con la galantamina y la

fisostigmina.

42. La (#huprina X ademds de interaccionar directamente con los
receptores nicotinicos, presenta un efecto potenciador sobre dichos
receptores en presencia de ACh en terminales colinérgicos de corteza

prefrontal de rata
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5.

4.3.

El efecto potenciador tiene lugar a bajas concentraciones del
neurotransmisor ACh (0.01 M), por lo que podria ser de especial

interés en el tratamiento sintomdatico de la EA.

De los estudios funcionales realizados en cortes de estriado de rata mediante

la técnica de superfusion de cortes de tejido se desprende que:

5.1

5.2

5.3.

La (#huprina X, la galantamina (ambos potenciadores de los
receptores nicotinicos) y la huperzina A (compuesto que carece de este
efecto) inhiben de igual modo la liberacién de ACh-[*H] vy que la
presencia de atropina revierte este efecto.

El bloqueo concomitante de los receptores muscarinicos v
dopaminérgicos del tipo D,, puso de manifiesto un incremento en la
liberacién de la ACh-[*H] que fue superior en el caso de la (:)huprina
Xy la huperzina A comparado con el de la galantamina.

Estos resultados sugieren que en un sistema integrado, dénde la
liberacién de ACh esta sujeta a distintos moduladores, el efecto de los
IAChE potenciadores de los receptores nicotinicos es debido a su accién

sobre la enzima y no a su efecto sobre dichos receptores.

Los estudios preliminares sobre la accion proagregante de la AChE sobre la

PrPios-ns ¥ su inhibicion por parte de compuestos anticolinesterdsicos

demuestran que:

6.1.

6.2.

La capacidad proagregante de la AChE, que ha sido ampliamente
demostrada en el caso de la proteina A, también se observa en
presencia del péptido priénico PrP;oe-126.

El hecho que el propidium, un IAChE que actia sobre el locus periférico
de la AChE, es capaz de bloquear el efecto proagregante de la enzima
sobre la PrPjes-126, sugiere que el mismo mecanismo implicado en la
accién proagregante sobre la PrPigs-126, puede estar relacionado con el

descrito previamente para la proteina A
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6.3.

La (®)huprina X bloquea parcialmente el efecto proagregante
inducido por la AChE sobre la PrPigs-126. Ello implicaria que el perfil
farmacolégico de la (x)huprina X se amplia mostrando otro efecto

potencialmente Gtil para el tratamiento de la EA.
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