UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

SELEGILINA REVERTE A PIORA DA MEMORIA INUZIDA POR ABys.35
EM CAMUNDONGOS: ENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE DA MAO-B

DISSERTACAO DE MESTRADO

Andréia Martini Pazini

Santa Maria, RS, Brasil

2013



SELEGILINA REVERTE A PIORA DA MEMORIA INUZIDA
POR AB2s.3s EM CAMUNDONGOS: ENVOLVIMENTO DA
ATIVIDADE DA MAO-B

Andréia Martini Pazini

Dissertacao apresentada ao curso de mestrado do Programa de
Pos-graduacdo em Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para a obtencéo do grau de
Mestre em Farmacologia

Orientadora: Prof2 Dra Maribel Antonello Rubin
Co-Orientador: Prof. Dr. Juliano Ferreira

Santa Maria, RS, Brasil

2013



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de ciéncias da saude
Programa de P6s-Graduacdo em Farmacologia

A comissao examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacédo de Mestrado

SELEGILINA REVERTE A PIORA DA MEMORIA INUZIDA POR Ajs.35
EM CAMUNDONGOS: ENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE DA MAO-B

elaborada por
Andréia Martini Pazini

como requisito parcial para a obtencéo do grau de
Mestre em Farmacologia

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Maribel A. Rubin (UFSM)
(Presidente Orientadora)

Profa. Dra. Roselei Fachinetto (UFSM)

Prof. Dr. Gustavo Petri Guerra (UTFPR)

Santa Maria, 28 de fevereiro de 2013



Até O Fim
Engenheiros do Hawaii

N&o vim até aqui

Pra desistir agora
Entendo vocé

Se vocé quiser ir embora
N&o vai ser a primeira vez
Nas Ultimas 24 horas

Mas eu ndo vim até aqui
Pra desistir agora

Minhas raizes estdo no ar
Minha casa ¢é qualquer lugar
Se depender de mim

Eu vou até o fim

Voando sem instrumentos
Ao sabor do vento

Se depender de mim

Eu vou até o fim

Eu ndo vim até aqui

Pra desistir agora
Entendo vocé

Se vocé quiser

Ir embora

N&o vai ser a primeira vez
Em menos de 24 horas

A ilha ndo se curva
Noite adentro

Vida afora

Toda a vida

O dia inteiro

N&o seria exagero
Se depender de mim
Eu vou até o fim

Cada célula

Todo fio de cabelo
Falando assim

Parece exagero

Mas se depender de mim
Eu vou até fim

N&o vim até aqui pra desistir agora
N&o vim até aqui pra desistir agora


http://letras.mus.br/engenheiros-do-hawaii/

AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, professora Maribel Rubin, pela orientacédo, pela
oportunidade e pelos seus conhecimentos, mas principalmente pelo apoio e

compreensao. Obrigada!

Ao meu co-orientador, professor Juliano Ferreira, que desde o inicio dedicou
confiangca em mim, ajudando-me de forma impar com seus conhecimentos, pela
oportunidade, pela orientacéo e pelo exemplo de profissional que contribuiram para

0 meu crescimento pessoal e profissional.

A minha familia pelo apoio e pelo incentivo em todos 0s momentos.

Aos colegas de laboratorio, pela ajuda e pela amizade, em especial ao Jardel,

Guilherme, Gerusa, Francielle, Ana Paula e Gustavo. Obrigada pela ajuda!

A minha querida amiga Sara pela forca e por todos 0s momentos especiais

compartilhados.

Ao amor da minha vida, Christopher, pelo companheirismo, pela paciéncia,

pelo apoio, pelo amor e pela presenca constante em todos 0s momentos.

Ao Biotério Central pelo fornecimento dos animais de laboratorio.

Aos animais utilizados, todo o meu respeito, pois sem eles néo teria sido

possivel a realizacéo deste trabalho.

Aos funcionarios e professores do Programa de Pdés-Graduacdo em
Farmacologia que, de diferentes formas, contribuiram para a minha formagéo

cientifica.



RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pé6s-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

SELEGILINA REVERTE A PIORA DA MEMORIA INUZIDA POR A2s.35 EM
CAMUNDONGOS: ENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE DA MAO-B

Autora: Andréia Martini Pazini
Orientadora: Maribel Antonello Rubin
Co-Orientador: Juliano Ferreira
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 28 de fevereiro de 2013.

A doenca de Alzheimer (DA) € bioquimicamente caracterizada por depoésitos
extracelulares de peptideo beta amiloide (AB) e de proteina tau hiperfosforilada, que
sdo causalmente relacionadas com as caracteristicas patoldgicas, placas neuriticas
e emaranhados neurofibrilares. A atividade da monoamina oxidase B (MAO-B), uma
enzima envolvida na oxidacdo de monoaminas biogénicas, é particularmente
elevada ao redor das placas senis e aumenta nos pacientes com DA em estagios
clinicos de moderado a grave. A selegilina, um inibidor seletivo e irreversivel da
MAO-B, é relatada por melhorar a memoaria e o aprendizado em pacientes com DA.
Porém, seu mecanismo de acdo ainda ndo é completamente conhecido. O presente
estudo teve como objetivo investigar se a selegilina melhora o déficit cognitivo
induzido por AB.s.3s. na tarefa de reconhecimento de objetos em camundongos.
Além disso, investigou-se a atividade da MAO-A e da MAO-B no hipocampo, no
cortex cerebral e no cortex perirrinal de camundongos injetados com AB2s.35 € com
selegilina. Administracdo aguda (1 e 10 mg/kg, p.o., imediatamente pos-treino) e
subcronica (10 mg/kg, p.o., por sete dias depois da injecdo do ABos.3s €
imediatamente pds-treino) de selegilina preveniu o prejuizo da memoaria induzido
pelo ABzs.35 (3 nmol, icv). A administragdo aguda de selegilina (1 mg/kg, p.0.) em
combinagcédo com APB2s.35 (3 nmol) diminuiu a atividade da MAO-B no cortex perirrinal
e cortex cerebral. A administracdo aguda de selegilina (10 mg/kg, p.0.) diminuiu a
atividade da MAO-B no hipocampo, no cértex cerebral e no cortex perirrinal
independentemente da presenca de AB2s.3s. A atividade da MAO-A néo foi alterada
pelo tratamento com selegilina ou AB2s.35 em nenhuma das estruturas estudadas. Em
resumo, os dados atuais suportam um papel adicional para a MAO-B no déficit
cognitivo observado na DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Inibidores da MAO; MAO-B; Cortex
Perirrinal; Memdria de Reconhecimento de Objetos.
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Alzheimer’'s disease (AD) is biochemically characterized by the occurrence of
extracellular deposits of amyloid beta peptide (AB) and intracellular deposits of the
hyperphosphorylated tau protein, which are causally related to the pathological
hallmarks senile plaques and neurofibrillary tangles. Monoamine oxidase B (MAO-B)
activity, an enzyme involved in the oxidation of biogenic monoamines, is particularly
high around the senile plaques and increased in AD patients in middle to late clinical
stages of the disease. Selegiline, a selective and irreversible MAO-B inhibitor,
improves learning and memory in AD patients. Notwithstanding, its mechanism of
action is still not completely known. The current study aimed to investigate whether
selegiline improves the AB.s.3s—induced cognitive deficit in the object recognition task
in mice. In addition, we investigated whether selegiline alters MAO-B and MAO-A
activities in the hippocampus, perirhinal and remaining cerebral cortices of ARB2s.35-
injected mice. Acute (1 and 10 mg/kg, p.o., immediately post-training) and
subchronic (10 mg/kg, p.o., seven days after ABzs.35 injection and immediately post-
training) administration of selegiline reversed the cognitive impairment induced by
AB2s.35 (3 nmol, i.c.v.). Acute administration of selegiline (1 mg/kg, p.o.) in
combination with AB2s.3s (3 nmol) decreased MAO-B activity in the perirhinal and
remaining cerebral cortices. Acute administration of selegiline (10 mg/kg, p.o.)
decreased MAO-B activity in hippocampus, perirhinal and remaining cerebral
cortices, regardless of AB2s.35 or ABss.25 treatment. MAO-A activity was not altered by
selegiline or AB2s.35. In summary, the current findings further support a role for MAO-
B in the cognitive deficits observed in AD.

Keywords: Alzheimer's Disease; MAO Inhibitors; MAO-B; Perirhinal Cortex;
Memory; Object Recognition.
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APRESENTACAO

Na introducdo desta dissertacdo estdo brevemente descritos os temas
abordados nesta. Os métodos, resultados e discussdo, que fazem parte desta
dissertacdo estdo apresentados sob a forma de um manuscrito submetido para
publicacdo. As referéncias bibliograficas referem-se somente as citacbes que
aparecem no item Introducao desta dissertacéo.
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1. INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

O aumento significativo da populacdo de idosos nos udltimos anos em
decorréncia da elevacdo da expectativa de vida tem como principal consequéncia o
aumento da prevaléncia das deméncias. A deméncia € uma sindrome que pode ser
causada por um grande numero de doencas que afetam a memoria, o
comportamento e a habilidade para realizar atividades rotineiras e tornou-se um dos
maiores problemas de saude da populagéo idosa, tendo como prevaléncia dobrada
a cada 5 anos apoés os 60 anos de idade (Norton, Matthews et al., 2013).

Segundo projecOes estatisticas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE 2011), a expectativa de vida da populacdo em 2011 era de 74
anos, todavia esse aumento da expectativa de vida nem sempre € acompanhado de
aumento na qualidade de vida. Geralmente, as doengas nos idosos sao cronicas e
multiplas, desse modo, necessitam cuidados médicos eficientes e constantes.

No Brasil, o aumento da proporcédo de idosos comecou a ser verificado em
1960 e vem ocorrendo de maneira muito rapida, com estimativas para que entre
1960 a 2025, o Brasil passe da 16 para a 6% posicdo mundial em termos de nimero
absoluto de individuos com 60 anos ou mais (Kaleche e Veras, 1987). Estas
mudancas preocupam considerando as condicfes econdmicas e sociais hdo apenas
no Brasil, mas em todo mundo.

A doenca de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de deméncia que existe
(Figura 1) entre as mais de sessenta deméncias existentes (Busatto Filho, 2007;
George-Carey, Adeloye et al., 2012), responde por cerca de 55 a 70% (isolada ou
em associacdo) dos casos de deméncia (Jellinger, 2006; Petersen, 2006). Estimou-
se que havia cerca de 35,6 milhdes de pessoas com DA no mundo em 2010, e
estima-se que em 2030 este nUumero aumente para 65,7 milhdes e em 2050 para

115,4 milhdes de pacientes com DA (Prince, Bryce et al., 2013).
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Figura 1 - Causas de deméncias.
Fonte: Adaptado de (Petersen, 2006).

1.1 Doenca de Alzheimer

A DA é uma doencga neurodegenerativa, caracterizada por comprometimentos
cognitivos e comportamentais progressivos, como perda de memoria, desorientagéo
geografica, deterioracdo da linguagem, mudancas de comportamento e
complicacbes motoras, afetando o funcionamento ocupacional e funcional. Fatores
genéticos e ambientais parecem contribuir para o desenvolvimento da doenca,
sendo a idade o principal fator de risco, e que atinge valores préximos de 40% nos
grupos etarios acima de 60 de idade (Martinez-Lage, 1998). Além da idade, sdo
apontados como fatores de risco, deficiéncia de fatores neurotréficos, defeito
mitocondrial, acumulo de elementos neurotdxicos, aumento na formacéo de radicais
livres e/ou estresse oxidativo, defeito no metabolismo energético e defeitos
genéticos. Neste contexto, podemos classificar a DA em dois tipos: a DA de
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acometimento tardio em que aparece a partir dos 60 anos de idade e que ocorre de
forma esporadica, e a DA familiar de acometimento precoce ao redor de 40 anos
(Kar, Slowikowski et al., 2004; Spires e Hyman, 2005).

Clinicamente, a DA caracteriza-se por um inicio insidioso, um declinio
cognitivo global, incluindo defeitos a nivel da memodria (especialmente para fatos
recentes) e desorientacdo espacial, conduzindo eventualmente a morte (Caramelli e
Barbosa, 2002). Estas caracteristicas tornam a DA uma doenca extremamente

debilitante, ndo sé para os doentes, como para 0s seus cuidadores.

1.2 Estagios Clinicos

Tipicamente, o curso clinico da DA envolve um inicio gradual e uma
progressao lenta, sendo caracterizado por defeitos em uma gama de funcbes
cognitivas. E possivel reconhecer trés estagios: o primeiro caracteriza-se por falhas
na memodria; no segundo se acrescentam as apraxias e no terceiro se adicionam

também as alteracBes de tbnus muscular com paratonia e rigidez (Donoso, 2003).

1.2.1 Primeiro estagio: falhas na memdéria

O primeiro e mais evidente sintoma que emerge em pacientes com DA é o
déficit de memoria episddica. A memdria episédica refere-se a recordacao de fatos
e eventos recentes definidos no tempo e espaco. (Allegri, Harris et al., 2001; Avila,
Parcet et al., 2004; Hamdan e Bueno, 2005). E interessante esclarecer que as
memoérias podem ser classificadas de acordo com o tempo de reten¢do ou quanto a
natureza do seu conteuado (Mcgaugh, 2000; Izquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2002).

Em relacdo a natureza de seu conteudo, as memoérias podem ser
classificadas em memorias declarativas ou explicitas e nao declarativas ou
implicitas. A memoria implicita € a memaria dos habitos, procedimentos e regras, ou
seja, contém informagédo a qual ndo temos acesso consciente. A memoria explicita é

exatamente o oposto, contém informacéo que usualmente sabemos que possuimos
4



e a qual temos acesso consciente e subdivide-se em episodica e em semantica
(Mcgaugh, 2000; Izquierdo, 2002).

As memorias episddicas sdo afetadas precocemente na DA (Collie e Maruff,
2000; Donoso, 2003; Bondi, Jak et al., 2008). Estas memadrias sdo as que possuem
informacdes a respeito de nossa propria vida e eventos como, por exemplo, o dia
gue ganhei minha primeira bicicleta e o dia da minha festa de formatura (Nebes,
Martin et al., 1984). O déficit da memoria episodica decorre de uma falha na
aqguisicao e codificacao de informacfes novas e a especificidade desta caracteristica
€ mais saliente em testes de reconhecimento ou com auxilio de pistas semanticas
(Mitrushina, Satz et al., 1994; Christensen, Kopelman et al., 1998).

As memorias semanticas sdo, normalmente, afetadas mais tardiamente na
DA (Nebes, Martin et al., 1984) e armazenam informacdes acerca do mundo que nos
rodeia (a farmacologia, a matematica, o portugués). Em testes, como enumerar
animais em 60 segundos, € possivel avaliar o déficit cognitivo envolvendo a memaria
semantica (Hodges e Patterson, 1995; Perry e Hodges, 1999; Charchat, Nitrini et al.,
2001).

As memodrias semanticas costumam ser adquiridas através de episodios, 0
qual talvez explique o fato de que, basicamente, tanto as memarias episddicas como
as semanticas utiizam o mesmo conjunto de sistemas ou nucleos centrais
(hipocampo, cortex perirrinal, neocortex temporal e fronto-parietal). Entretanto, em
relacdo ao nivel de interacdo entre ambos 0s tipos de memoaria declarativa existem
apenas, de momento, hipoteses (Milner, Squire et al., 1998; Squire e Kandel, 2002).

Além disso, na DA, tanto a memoria a curto prazo como a meméria a longo
prazo sdo progressivamente afetadas. As memorias armazenadas por um curto
periodo de tempo (segundos, minutos, poucas horas) sdo chamadas de memoria de
curta duracdo (STM) e as memoérias mantidas por um longo periodo de tempo
(muitas horas, dias, semanas, décadas) sdo chamadas de memoria de longa
duracéo (LTM) (Mcgaugh, 2000; Izquierdo, 2002).

Este tipo de memaria que perdura minutos ou poucas horas garante o sentido
de continuidade do presente. A STM é a que nos permite ler um capitulo, um trecho
de um texto ou uma cronica ou entender um evento (por exemplo, um filme, uma
conversa) (Bonini, 2006).

Por outro lado, as LTM garantem o registro do passado autobiografico, o dos

conhecimentos, e o das habilidades motoras ou sensoriais do individuo, ou seja,
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seus hébitos. Como mencionado anteriormente, as LTM duram muitas horas, dias
ou até anos; neste ultimo caso, podem se denominar memdérias remotas (Mcgaugh,
2000; Izquierdo, 2002) que também esta comprometida na DA (Donoso e Behrens,
2005).

Uma caracteristica interessante da DA € que o0s transtornos da memoria
apresentam a particularidade de produzir dissociagdes entre os diferentes sistemas
de memdria. Ou seja, enquanto um sistema estd completamente alterado, outros
sistemas se encontram intactos, por exemplo, enquanto a memoria episédica se
encontra diminuida, a memoéria de procedimentos esta conservada. O paciente nao
lembra onde guardou as chaves ou seus Oculos (atividade que requer de uma
atualizacdo consciente da informac&do), mas ndo esquece a série de movimentos
motores necessarios para conduzir seu veiculo (atividade automética que nao requer
atualizagdo na consciéncia) (Lopera, 2001).

Além do prejuizo na memoria existem falhas na atencéo-concentracéo
(inversdo de séries, retencdo de cifras) e da capacidade executiva. Se existir
somente prejuizo de memoria deve-se falar de uma sindrome amnésica e ndo de
uma deméncia (Donoso e Behrens, 2005).

Neste primeiro estagio, o paciente pode apresentar transtornos do discurso:
imprecisdo ou perseveranca no conteudo, prejuizo de coeréncia, dificuldade na
compreensao de discursos complexos, discreta anomia que é confundida com
amnésia (Donoso e Behrens, 2005). O paciente tem dificuldade em pronunciar, por
exemplo, nomes de animais ou palavras que comecam por determinada letra
(Mortimer, Ebbitt et al., 1992). A medida que a deméncia progride, muitos doentes
tornam-se disfagicos. No estagio moderado da doenca, a linguagem torna-se
completamente nao fluente, a repeticdo € claramente afetada e o discurso deteriora-

se até uma total afasia (Faber-Langendoen, Morris et al., 1988).

1.2.2 Segundo estagio: afasia, apraxias entre outras

Neste estagio ocorrem defeitos na expressdo, uma anomia evidente
(desmoronamento das normas e dos valores vigentes em uma sociedade),
parafasias fonémicas ou semanticas (consiste na troca e na deformacdo de

palavras), existindo uma progressdo dos transtornos da linguagem e apraxia
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(incapacidade para efetuar tarefas que requerem padrdes de evocagdao ou
sequéncias de movimentos). Os primeiros sintomas da Sindrome de Gerstmann séo
a acalculia (na solucdo de problemas) e os transtornos da escrita; pobreza ou
incoeréncia do discurso escrito, uma agrafia linguistica (precede a afasia na
linguagem oral). Depois se soma a desorientagao direita-esquerda e agnosia digital
(Donoso e Behrens, 2005).

Este estagio exige cuidados familiares constantes, pois o doente conserva a
mobilidade e existe grande risco de acidentes (por exemplo: deixar o gas ligado ao

tentar cozinhar) (Donoso e Behrens, 2005).

1.2.3 Terceiro estagio: perda de marcha

No terceiro estagio, estdo presentes as alteracdes de tbnus muscular com
paratonia e rigidez. Conjuntamente se observa a perda da agilidade, a marcha é
insegura, 0S passos S&a0 curtos, com escassos movimentos de bragcos e com
evidente parkinsonismo. Inicialmente o paciente requer ajuda para caminhar e em
seguida fica prostrado em uma cama ou em uma cadeira. Paralelamente, tem perda
do controle dos esfincteres. Neste Ultimo estagio, a familia enfrenta uma situacdo
grave e delicada, devido aos cuidados permanentes que sao requeridos para
atender o paciente totalmente dependente (Donoso e Behrens, 2005).

Nesta fase da doenca, ocorrem nitidos defeitos a nivel do campo visual e do
espacial com maior envolvimento do hemisfério direito (Bayles, 1987; Mortimer,
Ebbitt et al., 1992). Os pacientes possuem dificuldade em colocar objetos nos seus
locais adequados, assim como desorientacdo e dificuldade em tarefas como
desenhar figuras complexas. Dificuldades nos calculos, apraxia e agnosia sdo outros

problemas que se desenvolvem com a DA.

1.3 Neuropatologia da Doenca de Alzheimer



1.3.1 B-amiléide (AB)

O peptideo B-amiléide (AB), com extensdo de 40 a 42 aminoacidos (Hardy e
Selkoe, 2002), desempenha um papel fundamental na DA (Hardy, 1991; Selkoe,
1994) e é formada a partir da proteina precursora amildide (APP) (100-130 kDa) que
apresenta uma regido transmembrana, um grande dominio extracelular e uma
pequena cauda intracelular encontrada preferencialmente nas terminagdes nervosas
(Figura 2.). Esta proteina desempenha importantes fungdes no organismo, estando
envolvida na sinalizacdo celular, no transporte axonal, na apoptose, na
sobrevivéncia celular, entre outras (Weidemann, Konig et al., 1989). Entretanto, a
APP foi descoberta ndo por seus efeitos morforeguladores no cérebro saudavel, mas
sim por causa da deposicdo de placas senis (neuriticas) contendo um fragmento
proteolitico derivado dela, o peptideo AB, em cérebros de pacientes dementes. O
peptideo AB é o maior constituinte destas placas (90%) (Dekosky, 2002).

A APP é produzida no SNC pelos neurdnios, astrécitos, microglia, células
endoteliais e células musculares lisas (Banati Rb, Gehrmann J et al., 1993; Leblanc,
Xue et al., 1996). A sintese de APP encontra-se aumentada apos diferentes tipos de
lesGes no SNC, no entanto, a DA ndo esta associada com uma sobre-expressao
generalizada desta proteina (Bahmanyar, Higgins et al., 1987; Lewis, Higgins et al.,
1988).

A APP é degradada de diversas maneiras: por um lado, as enzimas a e Y-
secretase a descompdem gerando o peptideo inofensivo p3. Esta via previne a
formacgao do AB e é considerada uma via ndo amiloidogénica (Busciglio, Gabuzda et
al., 1993; Dekosky, 2002). Por outro lado, o peptideo AB deriva de uma via de
clivagem quantitativamente menos expressiva do que a clivagem pela a-secretase,
sendo gerado a partir da proteolise da APP pela agao sucessiva da -secretase, que
cliva a proteina do lado extracelular da membrana, no N-término da sequéncia
amiloidogénica, e da Y-secretase, que cliva a proteina em varios ligacdes peptidicas
no interior da membrana (Figura 2.). Este peptideo possui importantes fungcdes
neurotréficas e sinalizadoras quando presente em baixas concentracdes. Entretanto,
0s agregados amiloides que se formam in vivo ou in vitro em solugcdes aquosas de

AB séo potencialmente neurotéxicos (De Felice e Ferreira, 2002).
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Figura 2 - Processo proteolitico da proteina precursora amiloide
Fonte: Adaptado de (Scorer, 2001).

Apesar da visivel presenca de placas senis em cérebros envelhecidos e,
particularmente, nos cérebros de individuos afetados pela DA, o grau de deméncia
em pacientes se correlaciona melhor com os niveis de AB no cérebro do que com a
quantidade de AR agregada em placas (Figura 3) (Lue, Kuo et al., 1999). Na DA
existe um padrdo de expansdo desde as zonas temporais mediais em direcdo ao
lobo temporal e desde estas regides ao resto do cortex (Dekosky, 2002).

A espécie responsavel pelos problemas dos pacientes com DA podem ser
oligbmeros soluveis de AB, que interferem na plasticidade sinaptica, e talvez ndo os
agregados fibrilares amildides que foram inicialmente considerados como sendo as
espécies neurotoxicas. Os oligbmeros de AR estdo presentes em concentragdes
muito mais altas no cérebro de pacientes com DA do que em cérebros néo afetados
e se ligam especificamente a uma sub-populacdo de espinhas dendriticas (Lacor,
Buniel et al., 2004).



Figura 3 - APP e proteina-beta amiloide.

Fonte: www.alzheimermed.com.br.

1.3.2 Emaranhados neurofibrilares

Os emaranhados neurofibrilares (NFT) s&o formados principalmente por uma
proteina microtubular hiperfosforilada chamada proteina Tau (Delacourte e
Defossez, 1986; Hasegawa, Morishima-Kawashima et al., 1992) (Figura 4). Nao
estd totalmente elucidado o mecanismo que produz esta alteracdo, no entanto
pessoas saudaveis de idade avancada podem desenvolver NFT, porém em menor
quantidade (Dekosky, 2002).

Tem sido descrito que as placas amildides e os NFT sdo encontrados em
pequenas quantidades em individuos normais a partir dos 20 anos de idade,
aumentando de volume com o passar dos anos, entretanto nunca atingindo graus
tdo elevados como visto na DA (Mizutani e Kasahara, 1997; Morrison e Hof, 1997;
Price, Ko et al., 2001). Deste modo, alguns autores acreditam que o resultado da

doenca é consequéncia de um aumento do quadro histologico.
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Figura 4 - Alteracéo da proteina Tau e desenvolvimento de emaranhados neurofibrilares.

Fonte: www.alzheimermed.com.br.

1.4 Regides cerebrais envolvidas na DA

A neurodegeneracdo ocorre em multiplas regiées do encéfalo de pacientes
com DA, predominantemente no hipocampo, no cértex cerebral, na amigdala, no
neocortex, em varias areas subcorticais, na rafe dorsal e no locus ceruleus (Kar,
Slowikowski et al., 2004). A perda de neurdnios em grande escala rompe circuitos
neuronais contribuindo para o declinio cognitivo. Os neurbnios piramidais das
projecdes corticais sao particularmente vulneraveis a esta morte, rompendo
conexdes corticais (Dekosky e Scheff, 1990; Morrison e Hof, 1997) como, por
exemplo, a conexdo entre cortex entorrinal e a formacao hipocampal. Na regido do
subiculum e CAl do hipocampo em média 70% dos neurdnios morrem durante a
progressdo da doenca (West, Coleman et al., 1994). Os neurbnios remanescentes
passam por extensivas mudancas morfoldgicas, entre elas distrofia neuritica,
remodelacdo das arvores axonicas e da densidade dos espinhos dendriticos (Spires
e Hyman, 2005). Todas essas mudancas alteram a conectividade dos circuitos da
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memoéria e da cogni¢cdo, sendo responsavel pelos sintomas existentes na DA (Terry,
Masliah et al., 1991).

A DA, como mencionado anteriormente, é caracterizada pela deposicdo da
proteina B-amildide e de NFT, bem como por perda neuronal e sinaptica. Em 85%
dos casos de DA (Taylor e Probst, 2008), estes NFT se desenvolvem inicialmente no
lobo temporal medial (MTL) (Braak e Braak, 1991; Delacourte, David et al., 1999). O
MTL é crucial para a memoria declarativa (Cohen e Squire, 1980) e é composto por
varias sub-regibes como hipocampo, cortex perirrinal, cértex entorrinal e coértex

para-hipocampal.

dorsal stream

ventral strea
P

Figura 5 - Vista medial do lobo temporal direito, juntamente com a representacdo esquemética das
estruturas cerebrais, H: hipocampo; ERC: cértex entorrinal; PRC: cortex perirrinal; TPC: cortex
temporopolar; PHC: cértex para-hipocampal; cols: sulco colaterais; cals: sulco calcarino. Os limites
posteriores do H e PHC ndo sdo representados. Nota-se que a PRC se encontra principalmente
dentro do sulco colateral.

Fonte: Adaptado de (Barbeau, Didic et al., 2004).

Vérios estudos demonstram que os NFT se desenvolvem inicialmente na
por¢cdo medial do cortex perirrinal, o cortex transentorrinal (TERC ou BA35), entdo
alcancam o cortex entorrinal, antes de chegar no hipocampo e mais tarde afetam o
neocortex temporal (Braak e Braak, 1991; Delacourte, David et al., 1999; Bennett,
Schneider et al., 2005). Os NFTs formam-se em regides transitérias e se expandem
totalmente para o cortex entorrinal e para o hipocampo (Braak e Braak, 1997), onde
aparecem primeiramente na regido CAl. Esta progressdo aumenta até interromper o

sistema de memoria no lobo temporal, contribuindo para a perda da memodria
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(Klucken, Mclean et al., 2003). A formacdo progressiva dos NFT (Morrison e Hof,
1997) tem relacéo direta com a evolugcdo e com a gravidade da DA (Arriagada,
Growdon et al., 1992; Giannakopoulos, Herrmann et al., 2003; Ingelsson, Fukumoto
et al., 2004).

As placas senis estdo presentes desde o inicio da DA em estruturas do MTL,
incluindo o hipocampo e o giro para-hipocampal, estruturas consideradas essenciais
para o processo de memodria (Forlenza, 2005). Com a evolucdo da doenca o
processo degenerativo se espalha para o neocortex, area entorrinal, amigdala,
nacleo basal e tAlamo anterior (Hyman, Van Hoesen et al., 1986; Zubenko, Moossy
et al., 1991).. Areas limbicas e de associacdes corticais s&0 mais suscetiveis do que
0 cortex sensorial primario. No neocértex as camadas Il e lll sdo as mais suscetiveis
para a formacao de placas (Ingelsson, Fukumoto et al., 2004). Admite-se que anos
antes do inicio da deméncia ja ocorra deposi¢do do peptideo nestas areas.

O hipocampo, uma das principais regides afetadas pela DA, troca sinais
constantemente com todo cértex cerebral. No cértex cerebral ocorrem a maior parte
das operacfes intelectuais, como o raciocinio, a organizacdo, o planejamento, o
pensamento e a tomada de decisGes (Greenfield, 2000; Connors, Bear et al., 2002).
O cortex cerebral esta relacionado com a memoéria de longo prazo, e o hipocampo
com a memodria recente, e tem o papel de receber e enviar informacdes para as
regides adequadas ao armazenamento (Petersen, 2006).

O hipocampo intacto possibilita a pessoa comparar condicbes atuais com
experiéncias similares, permitindo-lhe escolher qual a melhor opcéao a ser tomada. A
amnésia é consequéncia de lesdo no hipocampo. Ela faz com que o individuo néao
consiga memorizar informacdes baseadas em simbolismos verbais, como 0os nomes
das pessoas que conhece, por exemplo. Entretanto, € importante ressaltar que a
memoria passada permanece intacta. Quando ambos os hipocampos (direito e
esquerdo) se degeneram, nada mais € gravado na memoéria, 0 que acarreta no
rapido esquecimento da mensagem recém recebida (Treves e Samengo, 2002,
Meunier e Barbeau, 2013).

O hipocampo € uma regido do cortex cerebral, situada medialmente ao
ventriculo lateral. Ventralmente ao hipocampo estdo trés importantes regides
corticais que cercam o sulco rinal; o cortex entorrinal;, que ocupa a margem medial
do sulco rinal, o cortex perirrinal; na margem lateral, e o cOrtex para-hipocampal, que

situa-se lateralmente e posteriormente ao sulco rinal
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Além disso, o hipocampo contribui claramente para o desempenho da tarefa
de reconhecimento de objetos com a finalidade de orientacdo espacial e de
reconhecer lugares, porém essa estrutura ndo parece ser necessaria para 0
reconhecimento de familiaridade com base na informacdo do objeto em si. J4 o
cortex perirrinal parece ter um papel vital de reconhecer se algo em particular nos é
novo ou familiar. Estudos sugerem que o hipocampo pode ser particularmente
importante para ajudar a combinar a informacdo espacial ou contextual com
informacBes sobre o objetivo especifico processadas entdo, no cortex perirrinal
(Aggleton e Brown, 1999; Bussey e Aggleton, 2002; Winters, Forwood et al., 2004,
Eacott e Gaffan, 2005; Eichenbaum, Yonelinas et al., 2007).

1.5 Monoamina oxidase

1.5.1 Definicao e funcdes

A monoamina oxidase (MAO) (E.C: 1.4.3.4) € uma enzima que contém um
dinucleotideo flavina-adenina (FAD) e catalisa a desaminacdo oxidativa de
monoaminas, ou seja, ela elimina o radical amina, introduzindo em seu lugar o
oxigénio. Os substratos da MAO sdo aminas biogénicas, como monoaminas
neurotransmissoras (serotonina, norepinefrina, dopamina) e neuromoduladoras (B-
feniletilamina), assim como monoaminas bioativas exdgenas (tiramina) (Shih, Chen
et al., 1999).

Essa enzima esta localizada na membrana externa da mitocondria em
neurénios, em ceélulas gliais, mas também pode ser encontrada nas plaguetas
presentes no sangue e no figado (Shih, Chen et al., 1999). A MAO metaboliza
aminas primarias, e também algumas aminas secundarias e terciarias (Campbell,
2000; Abell e Kwan, 2001; Lehnigner, 2002). A reacao catalisada pela MAO envolve
a desaminacdo de aminas primarias em aldeido e aménia e de aminas secundarias
em aminas substituidas, com geracédo de peréxido de hidrogénio (H,O,) (Figura 6).
O H,0, formado quando o cofator FAD é reoxidado pelo oxigénio, geralmente é
inativado por enzimas como catalase e glutationa peroxidase. Porém, quando ha um

aumento na atividade ou expressdo da MAO, o H,0, em alta quantidade pode ser
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convertido por fons Fe* em radicais hidroxilas (OH") altamente reativos. Estes
radicais sdo capazes de provocar efeitos deletérios que podem causar danos e
morte neuronal. Ja o aldeido formado é rapidamente metabolizado pela enzima
aldeido desidrogenase a metabolitos acidos. Estes metabdlitos acidos (acido 5-
hidroxi-3-indol acético a partir de 5-HT, ou &cido 3,5-diidroxifenil acético a partir de
dopamina) podem ser utilizados para medidas da atividade da MAO in vitro e in vivo
(Youdim e Bakhle, 2006b).

E-FAD + R-CH2-NH, <~ E-FADH; + R-CH=NH
R-CH=NH + H,O < R-CHO + NH3
E-FADH; + O, < E-FAD + H,0»

Figura 6 - Esquema da reacéo catalisada pela MAO. E-FAD: enzima ligada ao cofator FAD no estado
oxidado; R-CH2-NH2: amina primaria; E-FADH,: cofator FAD reduzido; RCH=NH: amina; H,O: agua;
R-CHO: acido; NH3: amdnia; O,: oxigénio; H,O,: perdxido de hidrogénio.

Fonte: Adaptado de (Youdim e Bakhle, 2006b).

As monoaminas que servem como substratos para a MAO regulam processos
envolvidos no movimento, na cogni¢do, no humor, nas emocdes, no aprendizado e
na memoria, por isso a MAO tem uma estreita relacdo com importantes funcdes
cerebrais. Nos tecidos neuronais, a MAO participa da regulacdo dos niveis de
neurotransmissores monoaminérgicos e regula os estoques intracelulares de
monoaminas. Nos tecidos periféricos, como intestino, figado, pulmé&o e placenta, a
MAO protege o organismo oxidando aminas provenientes do sangue ou prevenindo
sua entrada na circulacdo sanguinea. Em microvasos da barreira-hemato-encefalica
(BHE), por exemplo, a MAO possui fungdo protetora agindo como barreira
metabdlica (Youdim, Edmondson et al., 2006a). Outros estudos também mostram
que a MAO contribui em processos apoptoticos, onde a inibicdo da atividade da
enzima suprime a morte neuronal (De Zutter e Davis, 2001) ou ainda que o nivel de
atividade da MAO, determinado geneticamente, influencie aspectos da
personalidade humana (Youdim, Edmondson et al., 2006a).
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1.6 MAO-A e da MAO-B e sua caracteristicas

A MAO apresenta-se como duas isoformas: monoamina oxidase A (MAO-A) e
monoamina oxidase B (MAO-B) que podem ter surgido através da duplicacdo de um
mesmo gene ancestral. As duas isoformas s&o funcionalmente diferentes por sua
seletividade a substratos e inibidores, e distribuicdo nos tecidos (Kanazawa, 1994).

A MAO-A e a MAO-B sao codificadas por dois genes diferentes, localizados
no cromossomo X (Xpl11.23), cada uma compreendendo 15 éxons com idéntica
organizacao introns-exéns (Grimsby, Chen et al., 1991). A MAO-A e a MAO-B
humanas sao constituidas por 527 e 520 aminoéacidos, respectivamente, e
apresentam 70% da sequéncia de aminoacidos idéntica (Bach, Lan et al., 1988). A
sequéncia de aminoacidos da MAO-A de humanos (Bach, Lan et al., 1988; Hsu,
Weyler et al., 1998; Hubalek, Pohl et al., 2003) e de ratos (Kuwahara, Takamoto et
al., 1990) é altamente conservada (>87% idénticas), assim como, a sequéncia de
aminoacidos da MAO-B de humanos (Bach, Lan et al., 1988; Hubalek, Pohl et al.,
2003) e de ratos (Ito, Kuwahara et al., 1988) (88% idénticas).

A partir da obtencéo de formas cristalizadas das isoformas da enzima (Abell e
Kwan, 2001; Binda, Li et al., 2003; Ma, Yoshimura et al., 2004; De Colibus, Li et al.,
2005; Son, Ma et al., 2008) foi possivel estabelecer a estrutura tridimensional das
isoformas da MAO de ratos e de humanos, bem como predizer residuos importantes
para a formacédo do sitio ativo e 0s responsaveis pela especificidade a substratos e
inibidores.
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Figura 7 - Estrutura da MAO-A (A) e da MAO-B (B) humanas.
Fonte: Adaptado de (Edmondson, Binda et al., 2007).

Na figura 7, podemos observar que a MAO-B humana possui trés dominios
bem definidos: o dominio do substrato (vermelho), o dominio flavina (azul) com o
grupamento flavina em amarelo representando o dominio de ligacdo dos inibidores
classicos, e o dominio de membrana (verde) (Edmondson, Binda et al., 2007). O
grupamento flavina apresenta-se covalentemente ligado a um residuo de cisteina
406 no caso da MAO-A, ou 397 no caso da MAO-B. Além disso, as por¢cbes C-
terminais sdo alfa-hélices transmembranas que ancoram a enzima na membrana
externa da mitocéndria, com o restante da proteina exposta ao citosol. A entrada do
substrato ou inibidor no sitio ativo ocorre perto da intersec¢cdo da enzima com a
superficie de membrana mitocondrial (Youdim e Bakhle, 2006b). Mesmo que a
sequéncia de aminoacidos da MAO humana e da MAO de rato sejam muito
similares, suas diferencas em relacdo as formas e dimensfes das cavidades dos
sitios de ligacdo a substrato/inibidor podem afetar as interacdes com inibidores (De
Colibus, Li et al., 2005)
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1.6.1 Seletividade de Substratos

Estudar quais sdo as especificidades na selecdo de substratos e no
reconhecimento de inibidores para cada isoforma da MAO ¢é essencial para entender
0s sistemas biolégicos associados a essas enzimas e também para o
desenvolvimento de tratamentos farmacolégicos. As enzimas MAO A e B foram
originalmente distinguidas pela diferenca de seletividade entre os seus inibidores
acetilénicos clorgilina e selegilina (ou I-deprenil), e também distinguidas pela
seletividade em relacéo aos substratos (Youdim, Edmondson et al., 2006a).

A MAO-A catalisa, preferencialmente, a desaminagdo de serotonina e
norepinefrina e € sensivel a inibicdo irreversivel do inibidor seletivo clorgilina
(Fowler, 1982; Fowler e Oreland, 1982; Abell e Kwan, 2001). No cérebro, a MAO-A
encontra-se, preferencialmente, em neur6nios catecolaminérgicos, enquanto que
perifericamente esta isoforma estd4 presente no intestino, placenta, figado, entre
outros 6rgdos (Abell e Kwan, 2001). Quando o gene da MAO-A é deficiente, em
humanos ou camundongos, observam-se altos niveis de serotonina e norepinefrina
e o fendtipo é caracterizado por um aumento no comportamento agressivo. Além
disso, inibidores da MAO-A ja foram amplamente utilizados no tratamento da
depressdo, especialmente em paciente com depressdo atipica ou resistente ao
tratamento (Amrein, Hetzel et al., 1993; Tiller, 1993; Amrein, Martin et al., 1999).
Atualmente, os inibidores da MAO foram substituidos por novos antidepressivos por
causa dos possiveis efeitos colaterais graves,

A MAO-B oxida preferencialmente B-feniletilamina e benzilamina, sendo
inibida irreversivelmente pelo inibidor seletivo selegilina (Knoll e Magyar, 1972). Ela
€ altamente expressa em células gliais e em neurdnios serotoninérgicos, embora
nao esteja envolvida diretamente na desaminagcao da serotonina. Acredita-se que a
expressdo da MAO-B acompanha o0 aumento de astrécitos, que ocorre,
normalmente, durante o envelhecimento. A deficiéncia no gene da MAO-B em
camundongos resulta em um aumento nos niveis de B-feniletilamina, norepinefrina
e dopamina, mas nao nos niveis de serotonina. Além disso, a MAO-B participa
na biotransformagéo de neurotoxinas como a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina
(MPTP) que é convertida em 1-metil-4-fenilpirinium (MPP+), uma neurotoxina que

mimetiza a doenca de Parkinson em modelos animais (Chiba, Trevor et al., 1984,

18



Fritz, Abell et al., 1985). Estudos mostram que a inibicdo seletiva desta isoforma
pode conferir neuroprotecdo por aumentar os niveis de dopamina no estriado e
também por causar efeitos antioxidantes através da reducdo da formacéo de H,O,.
Dessa forma justifica-se a utilizacdo destes inibidores como adjuvantes no
tratamento da doencga de Parkinson ou em pacientes com sintomas pré-Parkinson
(Cesura e Pletscher, 1992; Youdim, Edmondson et al., 2006a).

1.7 Monoamina oxidase B e Doenca de Alzheimer

O estudo da MAO foi impulsionado pela descoberta de que sua inibicdo
auxilia nos tratamento de desordens neuroldgicas. Durante o envelhecimento, como
citado anteriormente, os niveis de MAO-B aumentam, devido a proliferacdo das
células gliais e um dos problemas acarretados por isso é que a reacdo catalisada
pela MAO B produz peroxido de hidrogénio (H,O,), podendo danificar tecidos
nervosos por meio de estresse oxidativo. Estudos mostram que altos niveis de MAO
B induzem apoptose nos neurbnios e nas células dos rins (Vindis, Seguelas et al.,
2000).

Podemos perceber que a MAO B esta claramente envolvida em uma
variedade de doencas que afetam, em particular, as pessoas idosas. Elevados
niveis de MAO B também sao encontrados nos astrocitos do cérebro de pacientes
com DA (Saura, Luque et al.,, 1994). Tem-se relatado que em pacientes com DA
ocorre um aumento na atividade da enzima MAO-B (Jossan, Gillberg et al., 1991,
Sparks, Woeltz et al.,, 1991; Saura, Luque et al., 1994) e que esse aumento na
atividade enzimatica pode estar relacionada com a progressédo da DA (Emilsson,
Saetre et al., 2002).

1.8 Inibidores da MAO

Os inibidores da MAO da primeira e da segunda geracdo s&o inibidores
enzimaticos irreversiveis. Estas substancias ligam-se a MAO formando uma ligacao

covalente com o sitio ativo da enzima, destruindo definitivamente a funcdo desta
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enzima (Kearney, Salach et al., 1971; Bach, Lan et al., 1988). A atividade enzimatica
somente sera restabelecida apos a sintese de novas moléculas de MAO, pois uma
vez a enzima ligando-se ao inibidor, este ndo mais exercera sua funcdo até que
nova molécula de enzima seja sintetizada pelo ndcleo da célula (Finberg, Sabbagh
et al., 1980; Kyburz, 1990). Além disso, estes inibidores da MAO tendem a perder a
seletividade inicial com doses maiores ou com administracdes repetidas. Dessa
maneira, as acdes produzidas pelo uso destes compostos podem ter limitacdes
importantes para a utilizagcdo na clinica, como efeitos nervosos centrais (insonia,
irritabilidade, agitagcdo, hipomania, supressdo do sono REM), disfuncdes
cardiovasculares (hipotensdo ortostatica), reacdes hipertensivas graves e distlrbios
sexuais(Cesura e Pletscher, 1992; Strolin-Benedstti e Dostert, 1992).

Clorogilina
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Figura 8 - Estruturas da clorogilina e selegilina.
Fonte: (Lu, Zhou et al., 2013).

A segunda geracao de inibidores da MAO engloba a clorgilina e a selegilina,
inibidores seletivos da MAO-A (Johnston, 1968) e da MAO-B (Knoll, Ecseri et al.,
1965), respectivamente. Estes inibidores possuem um papel importante em estudos
relacionados a inibicio da MAO. A clorgilina foi bastante utilizada como
antidepressivo e ansiolitico (Zisook, 1985) e a selegilina ainda € amplamente
estudada e utilizada como adjuvante no tratamento da doenca de Parkinson, em
combinagdo com a L-DOPA (Tetrud e Langston, 1989; Waters, Sethi et al., 2004;

Ondo, 2006). Diferentemente dos inibidores néo-seletivos da MAO, os inibidores
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seletivos de MAO-B néo apresentam efeitos colaterais como a reagdo do queijo, em
razédo do intestino conter pouco MAO-B e a tiramina ser efetivamente metabolizada
pela MAO-A intestinal. No entanto a selegilina, que € um analogo estrutural da
anfetamina, € metabolizada in vivo em L-anfetamina e L-metanfetamina (Reynolds,
Riederer et al.,, 1978), metabdlitos potencialmente téxicos, possuindo acodes
simpatomimeéticas semelhantes a anfetamina (Simpson, 1978; Finberg, Tenne et al.,
1981).

Os inibidores da MAO-B séo alvos de muitas pesquisas para o tratamento de
doencas como Parkinson e Alzheimer. Isto é devido a MAO-B, primeiramente,
corresponder a 80% da atividade da MAO total em cérebro de humanos. Ainda, a
MAO-B ¢é a principal responsavel pela degradacao da B-feniletilamina, uma amina
enddgena que estimula a liberagcdo de dopamina e inibe sua recaptacdo. Assim, a
inibicdo da MAO-B proporciona um aumento nos niveis de dopamina, melhorando a
transmissdo dopaminérgica, tdo prejudicada na doenca e Parkinson (Chen e Swope,
2005).

As associacdes de selegilina e de donepezil (Tsunekawa, Noda et al., 2008)
ou selegilina e vitamina E (Sano, Ernesto et al., 1997) também mostram certos
beneficios na cognicdo em camundongos e pacientes com DA. Apesar de muitos
estudos apontarem inibidores da MAO-B como provaveis farmacos para o
tratamento da DA, ainda ndo ha dados suficientes que comprovam a reversao do
déficit cognitivo de pacientes com DA.

Apesar dos avancos cientificos significativos para delinear os fatores celulares
e moleculares que contribuem para a etiologia da DA, ha poucas abordagens
satisfatorias para melhorar os sintomas ou retardar o curso degenerativo desta
doenca. Atualmente poucos farmacos sdo aprovados para o tratamento da
disfuncéo cognitiva da DA, sendo que essas drogas podem compensar apenas uma
parte da disfuncdo neuronal dessa doenca. Assim, € de extrema importancia o
estudo de novos farmacos, como a selegilina que ja é estabelecida no mercado, a
fim de termos um maior nimero de recursos terapéuticos para tratar a DA. Portanto,
este trabalho visa investigar o papel da MAO-B, utilizando como ferramenta de
estudo a selegilina, um inibidor seletivo da MAO-B, em um modelo experimental de

DA em camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o papel da MAO-B no déficit cognitivo induzido por um modelo
experimental de DA em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

» Verificar se o tratamento com o inibidor seletivo da MAO-B, selegilina, reduz o
déficit cognitivo causado pela injecéo intracerebroventricular (icv) de peptideo

B amiléide em camundongos através da tarefa de reconhecimento de objetos;

» Verificar se existe alteracao na atividade enzimética da MAO-A e MAO-B em
diferentes regibes cerebrais (cOrtex cerebral total, cortex perirrinal e

hipocampo) em camundongos tratados com peptideo B amildide e/ou
selegilina.
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ABSTRACT

Alzheimer’'s disease (AD) is biochemically characterized by the occurrence of
extracellular deposits of amyloid beta peptide (AB) and intracellular deposits of the
hyperphosphorylated tau protein, which are causally related to the pathological
hallmarks senile plaques and neurocfibrillary tangles. Monoamine oxidase B (MAO-B)
activity, an enzyme involved in the oxidation of biogenic monoamines, is particularly
high around the senile plagues and increased in AD patients in middle to late clinical
stages of the disease. Selegiline, a selective and irreversible MAO-B inhibitor,
improves learning and memory in AD patients. Notwithstanding, its mechanism of
action is still not completely known. The current study aimed to investigate whether
selegiline improves the AB2s.3s—induced cognitive deficit in the object recognition task
in mice. In addition, we investigated whether selegiline alters MAO-B and MAO-A
activities in the hippocampus, perirhinal and remaining cerebral cortices of ARB2s.35-
injected mice. Acute (1 and 10 mg/kg, p.o., immediately post-training) and
subchronic (10 mg/kg, p.o., seven days after ABzs.35 injection and immediately post-
training) administration of selegiline reversed the cognitive impairment induced by
AB2s.35 (3 nmol, i.c.v.). Acute administration of selegiline (1 mg/kg, p.o.) in
combination with AB2s.35 (3 nmol) decreased MAO-B activity in the perirhinal and
remaining cerebral cortices. Acute administration of selegiline (10 mg/kg, p.o.)
decreased MAO-B activity in hippocampus, perirhinal and remaining cerebral
cortices, regardless of AB2s.35 or ABss.25 treatment. MAO-A activity was not altered by
selegiline or AB2s.35. In summary, the current findings further support a role for MAO-

B in the cognitive deficits observed in AD.

Keywords: Alzheimer’'s disease, MAO inhibitors, MAO-B, perirhinal cortex, memory,

object recognition.
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1 Introduction

It has been estimated that nearly 36 million people lived with AD and other
dementias worldwide in 2010, and that this number may increase to 66 million in
2030 and 115 million in 2050. (Prince, Bryce et al., 2013). Considering the increase
in the number of cases of dementia and other costs, expenditure on long-term care
services for older people with dementia in England is projected to rise from 0.60% (in
202) to 0.99% of gross domestic product in 2031(around £17.1 billion) (Comas-
Herrera, Northey et al., 2011). These data, combined with the current view that the
available therapy (including pharmacological) causes, at best, partial and temporary
relief of cognitive deficit (Desai e Grossberg, 2005; Doody, 2005) and does not alter
the progress of the disease (Fan e Chiu, 2010), has boosted preclinical studies in the
field. In this context it has been reported that selegiline, a MAO-B inhibitor, improves
AB2s_35 —induced cognitive impairment in the Y-maze and conditioned fear learning
tasks in mice (Tsunekawa, Noda et al., 2008). Moreover, the co-administration of
selegiline and donepezil significantly ameliorates scopolamine plus p-
chlorophenylalanine-induced memory deficits in the Morris water maze (Takahata,
Minami et al., 2005). Accordingly, chronic administration of selegiline (for 21 days)
improves the memory of aged male Wistar rats in the object recognition task (De
Lima, Laranja et al., 2005).

Patients in the middle to late clinical stages of AD present increased
monoamine oxidase B (MAO-B) activity (Sparks, Woeltz et al., 1991; Saura, Luque et
al., 1994). This enzyme is responsible for the catabolism of biogenic amines, such as
dopamine, benzylamine and phenylethylamine (Youdim, Edmondson et al., 2006a).
Moreover, decreased levels of dopamine and norepinephrine were found in the brain
of AD patients, when compared with age-matched controls (Reinikainen, Soininen et
al., 1990). In line with this view, inhibition of MAO-B and MAO-A activities increases
the levels of these monoamines (Youdim, Edmondson et al., 2006a).

Although the selective and irreversible MAO-B inhibitor selegiline has been
employed to slow down the progression of the Parkinson's disease (Jenner, 2004;
Waters, Sethi et al., 2004; Pahwa, Factor et al., 2006), it has also been used for the
treatment of AD (Sano, Ernesto et al., 1997; Thomas, 2000; Wilcock, Birks et al.,
2002). The inhibition of MAO-B activity, with consequent increases of dopaminergic

activity, is often considered to be the neurochemical mechanism involved in the
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improvement of cognitive performance caused by selegiline in aged rats (Brandeis,
Sapir et al., 1991) and individuals affected by AD (Tariot, Cohen et al., 1987).

Since pre-clinical studies might contribute to the understanding of cognitive
dysfunction related to neurodegenerative disorders, the present study aimed to
investigate whether selegiline improves cognitive impairment exhibited by AB2s_3s-
injected animal model of AD. In addition we investigated whether selegiline and AB2s-
35 alter MAO-A and MAO-B activity in hippocampus, perirhinal and remaining cerebral

cortices of mice.

2 Materials and methods

2.1 Animals

The experiments were conducted using male Swiss mice (30-35 g). The
animals had free access to water and food (Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil), and were maintained in a humidity and temperature-controlled room (22 + 2
°C) under a 12-h light-dark cycle. Behavioral experiments were conducted in a
sound-attenuated and air-regulated room, where the animals were habituated 1 hour
prior to experiments. Behavioral tests were conducted during the light phase of the
cycle (between 9:00 A.M. and 5:00 P.M.) using independent experimental groups of
mice. All animal experimentation reported in this study was approved by the Ethics
Committee of the Federal University of Santa Maria (process number 67/2011) and
conducted in accordance with the Policies on the Use of Animals and Humans in
Neuroscience Research, revised and approved by the Society for Neuroscience
Research in January 1995. All experimental protocols were designed aiming to keep

the number of animals used to a minimum, as well as their suffering.

2.2 Drugs and treatment procedures

ABss2s, APBas_3s, Selegiline hydrochloride, clorgyline hydrochloride and

kynuramine dihydrobromide were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Selegiline hydrochloride was dissolved in saline (0.9% NacCl) for in vivo experiments.
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For ex vivo experiments clorgyline hydrochloride, kynuramine dihydrobromide and
selegiline hydrochloride were dissolved in assay buffer (16.8 mM Na,HPO,, 10.6 mM
KH,PO,, 3.6 mM KCI, pH 7.4). All the other reagents used were of analytical grade
and were purchased from local suppliers.

AB2s-35, and ABss.os (inverted sequence used as control), were dissolved in 50
mM phosphate buffer saline (PBS; pH 7.4) at a concentration of 3 mM and stored at
-20°C. APB aggregation was performed according to Maurice and coworkers (1996),
where 3 mM of ABss_25 and AB2s_35 peptide were incubated at 37°C for 4 days. Mice
received intracerebroventricularly (i.c.v.) administration of ABss_25 or AB2s_35 and orally

(10 mL/kg, p.o., by gavage) vehicle or selegiline.

2.3 AB2s-35 -injected mouse model

Intracerebroventricular injections of ABzs—3s and ABss.2s (3 nmol/3.2 pL) were
performed as described previously (Haley e Mccormick, 1957). Briefly, mice were
anesthetized with isofluorane and the needle was inserted unilaterally 1 mm to the
right of the midline point equidistant from each eye, at an equal distance between the
eyes and the ears and perpendicular to the plane of the skull. The microinjections
were performed using a Hamilton syringe connected to a 28-gauge stainless-steel
needle with 3 mm in length.

2.4 Object recognition task

The object recognition task was performed in a 30 x 30 x 30 cm wooden
chamber, with walls painted black and the front wall made of Plexiglas and the floor
covered with ethyl vinyl acetate sheet. A light bulb, hanging 60 cm above the
behavioral apparatus, provided constant illumination of about 40 lux, and an air-
conditioner provided constant background sound isolation. The objects used were
plastic mounting bricks, each of them with different shapes and colors, but same

size. Throughout the experiments objects were used in a counterbalanced manner
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and animals did not previously display preference for any of the objects. Chambers
and objects were cleaned before each experiment with 30% ethanol.

Six days after AB peptide injection, the object recognition task was performed
(Wang, Noda et al., 2007). The task consisted of habituation, training and testing
sessions, each of them with the duration of 10 minutes. In the first session, mice
were habituated to the behavioral apparatus and then returned to its home cage.
Twenty-four hours later, training session took place, where animals were exposed to
2 equal objects (object A), and the exploration time was recorded with two
stopwatches. Exploration was recorded when the animal touched or reached the
object with the nose at a distance of less than 2 cm. Climbing or sitting in the object
was not consider exploration. The test session was carried out 24 hours after
training. Mice was placed back in the behavioral chamber and one of the familiar
objects (i.e. object A) was replaced by a novel object (i.e. object B). The time spent
exploring the familiar and the novel objects were recorded. The discrimination index
was then calculated, taking into account the difference of time spent exploring the
novel (B) and the familiar (A) object x 100 divided by the sum of time spent exploring
the novel (B) and the familiar (A), and used as a cognitive parameter ([(Tnovel —
Tramiliar) / (Tnovel + Tramiliar)] X 100).

Saline or selegiline were administered acutely immediately after training of
object recognition task, or subchronicaly (once a day for 7 days) with the last dose
administered immediately after object recognition task training session. Therefore,
we conducted two experimental treatments: acute (saline or selegiline 1 or 10 mg/kg)
and subchronic (saline or selegiline 10 mg/kg). The doses of selegiline were chosen

based on a pilot experiment.

2.5 Monoamine oxidase assay

Immediately after the training session of the object recognition task, one group
of animals received saline (0.9% NaCl, 10 ml/kg, p.o.) or selegiline (1 or 10 mg/kg,
p.o.) immediately after training. One hour after drug administration the animals were
killed and the hippocampi, perirhinal and remaining cerebral cortices (cerebral cortex

without the perirhinal cortex) were dissected and homogenized in assay buffer (16.8
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mM Na,HPO,4, 10.6 mM KH,PO,, 3.6 mM KCI, pH 7.4). MAO-A and MAO-B activities
were measured by detecting the formation of the fluorescent product 4-
hydroxyquinoline (4-HQ) using kynuramine as substrate, as previously described
(Matsumoto, Suzuki et al., 1985; Sant' Anna Gda, Machado et al., 2009; Villarinho,
Oliveira et al., 2012). Briefly, assays were performed in duplicate in a final volume of
500 pL containing 0.25 mg of protein and incubated at 37°C for 30 min. MAO-A and
MAO-B activities were isolated pharmacologically by incorporating 250 nM selegiline
(selective MAO-B inhibitor) or 250 nM clorgyline (selective MAO-A inhibitor) into the
reaction mixture. The reaction mixture was pre-incubated at 37 °C for 5 min and the
reaction was started by the addition of 60 uM kynuramine. Results were expressed

as nmol of 4-HQ /mg of protein/min.

2.6 Statistical analysis

Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni’s test, when appropriate, presented as mean * S.E.M. Differences were

considered significant when p<0.05.

3.Results

3.1 Effects of selegiline on AB2s_ss-induced cognitive impairment

We found no significant difference in the amount of time that animals of all
groups spent exploring both objects in the training session, indicating no biased
exploration of the objects (data not shown). However, during the test session, AB2s.35-
injected mice performed worse than controls in the object recognition task, as shown
by a decrease in the discrimination index when compared with control (p<0.05, Fig.
1 and 2). The subchronic administration of selegiline (10 mg/kg, p.o., once a day for
seven days after AB,s.35 injection and immediately post-training) significantly reversed
the decrease of discrimination index induced by AB2s_35 (p<0.05, Fig. 1). The acute
administration of selegiline (1 and 10 mg/kg, p.o., immediately post-training)

significantly reversed the decrease of discrimination index induced by AP2s 35
31



(p<0.05, Fig. 2A and 2B). These results indicate that acute and subchronic oral
administration of selective and irreversible MAO-B inhibitor reversed the impairment

of cognition induced by AB.s.35 peptide in the object recognition task.

3.2 Effects of selegiline on MAO activity ex vivo

Figures 3 and 4, show that i.c.v. injection of ABs.35 peptide (3 nmol) did not alter
MAO-B and MAO-A activities of saline treated mice in any brain structure examined
compared with ABss.25 control mice.

Acute administration of selegiline (1 mg/kg, p.o.) in combination with AB2s5.35 (3
nmol, i.c.v.) decreased MAO-B activity in the perirhinal cortex (p<0.05, Fig. 3E) but
not in hippocampus (p>0.05, Fig. 3A). The same treatment decreased the MAO-B
activity in cerebral cortex of both AB2s.35 and ABss.os treated mice (p<0.05, Fig. 3C).
Moreover, as expected, the acute administration of selegiline (1 mg/kg, p.o.) did not
alter MAO-A activity in any brain regions analyzed in both AB2s.35 or ABss.25 treated
mice (p>0.05, Fig. 3B, D, F).

Acute administration of selegiline (10 mg/kg, p.o) caused a pronounced
inhibition of the MAO-B activity in hippocampus (p<0.01, Fig. 4A), cerebral cortex
(p<0.01, Fig. 4C), and perirhinal cortex (p<0.01, Fig. 4E) of both AB25.35 and ABss.25
treated mice. However, selegiline (10 mg/kg, p.o) or AB2s.35 did not alter the MAO-A
activity in any brain structures studied (p>0.05, Fig. 4B, D, F).

4 Discussion

The episodic memories are affected early in AD (Christensen, Kopelman et al.,
1998; Collie e Maruff, 2000; Bondi, Jak et al., 2008) and this deficit of episodic
memory can be assessed by the object recognition task (Christensen, Kopelman et
al., 1998). In this study we showed that i.c.v. injection of AB,s_35 peptide impaired
cognition in the object recognition task. We also showed that acute or subchronic
administration of selegiline (1 and 10 mg/kg) improved the cognition impairment
induced by AB2s_35 peptide, but did not affect object recognition memory in ABss_2s -

injected mice.
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Our results are consistent with those obtained by Tsunekawa and colleagues
(2008), who have shown that acutely administered selegiline (3 mg/kg) improves the
cognitive impairment induced by ABzs35 using the Y-maze and conditioned fear
learning tasks in mice (Tsunekawa, Noda et al., 2008). Our results are also in
agreement with de Lima and colleagues (2005) who have shown that selegiline (1
mg/kg for 21 days) reverses the memory impairment of aged male Wistar rats, in the
object recognition task (De Lima, Laranja et al., 2005). Moreover, the co-
administration of selegiline (1 or 2.5 mg/kg) and donepezil (0.3 or 3 mg/kg)
significantly ameliorates scopolamine plus p-chlorophenylalanine-induced memory
deficits of rats, in the Morris water maze (Takahata, Minami et al., 2005). Accordingly,
selegiline (10 mg/day, for 24 weeks) has a long-term beneficial effect on the memory
of patients with criteria for mild to moderate AD (Filip e Kolibas, 1999).

Current evidence suggests that selegiline has neuroprotective and
psychostimulant effects (Castells, Casas et al., 2010). Moreover, MAO-B inhibition
might lead to an increase in the availability of dopamine and norepinephrine in the
synaptic cleft of selected cerebral structures. In this regard, the stimulation of beta-
adrenergic and D1/D5 dopaminergic receptors by norepinephrine or dopamine might
enhance memory consolidation through activation of the cyclic AMP/protein kinase A
signaling pathway in the hippocampus (Bevilaqua, Ardenghi et al., 1997; Bach, Barad
et al., 1999). Furthermore, selegiline displays antioxidant activity, and increases nitric
oxide (NO) production with consequent dilation of cerebral blood vessels (Zeng,
Bongrani et al.,, 1995; Thomas, Mclendon et al., 1998; Magyar e Haberle, 1999;
Thomas, 2000; Kiray, Uysal et al., 2004). NO facilitates synaptic plasticity and
memory formation in rats(Fin, Da Cunha et al., 1995; Thomas, 2000; Liu, Smith et al.,
2004; Pitsikas, Rigamonti et al., 2005). Therefore, it is possible that mechanisms
other than facilitating monoaminergic transmission underlies the currently described
facilitatory effect of selegiline on cognition, including increased blood perfusion of the
brain with consequent improvement of the energetic status and activation of putative
neuroprotective and trophic mechanisms, that facilitate synaptic plasticity.

Current evidence supports that intracerebroventricular injections of AB2s_ss
peptide induces the deposition and dissemination of AB in the cerebral cortex and
hippocampus of mice, accompanied by both short and long-term memory deficits
(Maurice, Lockhart et al., 1996; Olariu, Tran et al., 2001) and neuronal loss in the

hippocampus (Maurice, Lockhart et al., 1996; Meunier, leni et al., 2006). Moreover,
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AB2s-35 induces a dysfunction of the cholinergic system, which seems to play a role in
the cognitive deficits associated with aging and neurodegenerative diseases (Tran,
Yamada et al., 2001; Hiramatsu, Watanabe et al., 2004). Accordingly, the addition of
AB2s_35 to neuronal cultures induces apoptosis (Suh, Jung et al., 2008) and oxidative
stress (Varadarajan, Kanski et al., 2001)

In this study we also showed that acutely administered selegiline (1 mg/kg,
p.o.) decreases MAO-B activity in the perirhinal and cerebral cortex of AB2s.3s
peptide-injected rats and that selegiline (10 mg/kg, p.o.) decreases MAO-B activity in
hippocampus, cerebral cortex and perirhinal cortex regardless of AB2s 35 treatment. In
this context, it has been shown that neurofibrillary tangles, a major neuropathological
finding in AD, initially appear in a subregion of the perirhinal cortex and in the
entorhinal cortex, before spreading to the hippocampus (Braak e Braak, 1991;
Delacourte, David et al., 1999). These data suggest that the cerebral cortex
(including the perirhinal area) of AB2s.35 peptide-injected rats is more sensitive to the
inhibitory effect of selegiline on MAO-B than the hippocampus. Since acutely
administered selegiline (1 mg/kg) reversed the deleterious effect of ABzs3s on
cognition and inhibited MAO-B activity only in the cerebral cortex, it is possible that
these effects were due to MAO-B inhibition in the cerebral cortex. However, more
studies are necessary to elucidate this point.

In summary, this study shows that acute and subchronic oral administration of
selegiline reverses the impairment of memory induced by i.c.v. administration of ABs.
35 peptide. This study also shows that selegiline (1 mg/kg) in combination with ABgs.
35 decreases MAO-B activity in the cerebral cortex and that selegiline (10 mg/kg)
decreases MAO-B activity in hippocampus, perirhinal and remaining cerebral
cortices. The fact that the perirhinal cortex is one of the first structures affected in AD

supports the use of selegiline in the early stages of the disease.
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Fig. 1 Subchronic oral administration of selegiline (10 mg/kg, once a day for seven days after AB,s.35
injection and immediately post-training) reverses the memory impairment induced by AB.s 35 peptide (3
nmol, i.c.v.) on the discrimination index in the object recognition task in mice. ABzs..s and saline were
used as vehicle. Data are the means + S.E.M. for 5-7 animals per group. *p<0.05 compared with
saline-treated group.
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Fig. 2 Acute oral administration of selegiline [10 mg/kg (A) or 1 mg/kg (B), immediately post-training]
reverse the memory impairment induced by AB.s.35 peptide (3 nmol, i.c.v.) on the discrimination index
in the object recognition task in mice. ABss.o5 and saline were used as vehicle. Data are the means *
S.E.M. for 8-9 animals per group. *p<0.05 compared with saline-treated group.
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peptide (3 nmol, i.c.v.) on monoamine oxidase (MAO) A and B activity in mice. MAO-B and MAO-A
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(E and F), respectively. ABss.05 and saline were used as vehicle. Data are the means = S.E.M. of 8-9
animals per group. *p<0.05 compared with saline-treated group.
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Fig. 4 Effect of acute administration of selegiline (10 mg/kg, p.o, immediately after training) and ABgs.
35 peptide (3 nmol, i.c.v.) on monoamine oxidase (MAO) A and B activity in mice. MAO-B and MAO-A
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4 CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados do presente trabalho, podemos concluir que:

» O tratamento agudo e subcronico com selegilina (1 e 10 mg/kg) reverteu o
déficit cognitivo causado pelo peptideo B amiléide em camundongos, sugerindo
o envolvimento da MAO-B no prejuizo de memaria induzido pelo peptideo B

amiloide;

» O tratamento agudo com selegilna 1 mg/kg nos animais tratados com o
peptideo B amildide reduziu a atividade da MAO-B no cortex cerebral e
perirrinal; O tratamento agudo com selegilna 10 mg/kg, por si s6, e em
combinagcdo com o peptideo B amildide reduziu a atividade da MAO-B no

hipocampo, no cértex cerebral total e no cortex perirrinal;

» O tratamento agudo com selegilina (1 e 10 mg/kg, p.o) e/ou com o peptideo B
amildide néo alteraram a atividade da MAO-A em todas as estruturas

estudadas.
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