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Resumo

Muitas doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, Parkinson e
Huntington sdo causadas por diferentes mecanismos, porém podem compartilhar
uma etapa comum de dano neuronal ocasionado pela superestimulacdo dos
receptores glutamatérgicos. Tem sido sugerido, que esta via pode estar envolvida no
surgimento de déficits cognitivos associados ao envelhecimento normal. Estudos
prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que ratos velhos apresentam
déficits de memoaria de reconhecimento. Portanto, o objetivo de presente estudo foi
avaliar o efeito da memantina, um antagonista de baixa afinidade aos receptores
NMDA, sobre os déficits de memoéria de reconhecimento induzidos pelo
envelhecimento. Adicionalmente, parametros do dano oxidativo em regides cerebrais
envolvidas na formagdo da memoaria foram avaliados. Ratos Wistar machos com 24
meses de idade receberam diariamente injecoes de solugdo salina ou memantina
(20mg/Kg i.p) durante 21 dias. Os animais foram submetidos a tarefa de
reconhecimento do objeto novo 1 semana apos a ultima injecdo. Os ratos tratados
com memantina apresentaram indice normal de reconhecimento enquanto o grupo
tratado com salina apresentou prejuizo de memoria de longa duracdo (LTM). Os
resultados mostraram que a memantina € capaz de reverter os déficits de memoaria
de reconhecimento induzido pelo envelhecimento. Além disso, nés demonstramos
gue a memantina reduz o dano oxidativo das proteinas no cortex e hipocampo, duas
importantes regides envolvidas na formacdo da memoria. Portanto, os presentes
resultados foram de acordo com a hipotese de que os déficits cognitivos induzidos
pelo envelhecimento estdo relacionados ao dano oxidativo ocasionado pela

superestimulacéo dos receptores NMDA.
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neuroprotecao, excitotoxicidade, estresse oxidativo, carbonilacdo de proteinas, ratos.



Abstract

Many neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s (AD), Parkinson’s (PD) and
Huntington’s diseases (HD), are caused by different mechanisms but may share a
final common pathway to neuronal injury as a result of the overstimulation of
glutamate receptors. It has been suggested that this pathway can be involved in
generation of cognitive deficits associated with normal aging. Previous studies
performed in our laboratory have demonstrated that aged rats presented recognition
memory deficits. The aim of the present study was to evaluate the effect of
memantine, a low-affinity NMDA receptor antagonist, on age-induced recognition
memory deficits. Additionally, parameters of oxidative damage in cerebral regions
related to memory formation were evaluated. In order to that, male Wistar rats (24
months old) received daily injections of saline or memantine (20 mg/kg ip) during 21
days. The animals were submitted to a novel object recognition task 1 week after the
last injection. Memantine-treated rats showed normal recognition memory while the
saline group showed long-term recognition memory deficits. The results show that
memantine is able to reverse age-induced recognition memory deficits. We also
demonstrated that memantine reduced the oxidative damage to proteins in cortex
and hippocampus, two important brain regions involved in memory formation. Thus,
the present findings are in agreement with the hypothesis that, at least in part, age-
induced cognitive deficits are related to oxidative damage promoted by NMDA

receptors overactivation.

Key-words : aging, recognition memory, memantine, neuroprotection, excitotoxicity,

oxidative stress, protein carbonyl, rat.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os idosos estdo representando o segmento da populacdo que
vém crescendo mais rapidamente, o que supde um aumento da expectativa de vida
e um aproveitamento maior do processo de envelhecimento.

Segundo Chaimowicz et al. (2000), no Brasil, em funcdo das mudancgas nas
taxas de mortalidade e de fertiidade nas udltimas décadas, estima-se que a
populacdo acima de 65 anos ira crescer de 2,7% em 1960 para aproximadamente
14% antes de 2050, um aumento trés vezes mais rapido do que o observado nos
paises desenvolvidos. Devido ao envelhecimento populacional, a prevaléncia e a
incidéncia de doencas neurodegenerativas, comuns em idosos, também tém
aumentado no Brasil.

As doencas neurodegenerativas sao desordens progressivas que afetam
determinadas populagbes neuronais do sistema nervoso central, levando a morte
neuronal e a ruptura de circuitos neurais. Muitas das doencas neurodegenerativas
qgque se manifestam em idades avancadas envolvem déficits de memoria. Esta
corresponde & uma das mais importantes funcdes cognitivas do ser humano. De
acordo com Freitas et al. (2002) a memodria € a habilidade de armazenar
informagdes e conhecimentos, sendo a base para o desenvolvimento da linguagem,
do reconhecimento das pessoas e objetos, para sabermos quem somos e para
termos consciéncia da continuidade de nossas vidas. Devido as consequéncias
devastadoras da perda da memoria durante o envelhecimento, grandes esforgos
clinicos e de pesquisa vém ocorrendo para que possamos compreender e tentar
reverter esses quadros patologicos.

Neste contexto, a industria farmacéutica vem desenvolvendo tratamentos
farmacoldgicos para minimizar ou até mesmo estagnar os efeitos do envelhecimento
sobre o cérebro humano.

A memantina, uma droga aprovada recentemente para o tratamento da
doenca de Alzheimer foi caracterizada como um antagonista ndo competitivo de
baixa afinidade ao receptor NMDA, que atua melhorando a transmissao dos sinais
nervosos e a memoria sem os efeitos colaterais que outros antagonistas NMDA
podem causar (Creeley et al., 2006).

Portanto, o presente estudo buscou analisar os efeitos da

memantina em ratos velhos sobre o estresse oxidativo em regides cerebrais,
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pois evidéncias indicam que o aumento dos radicais livres causa um dano na funcao
celular contribuindo para o processo das doencas neurodegenerativas (Andersen,
2004; Friguet, 2006; Floyd e Hensley, 2002). Além disso, o estudo buscou
avaliar os efeitos da droga sobre a memdria de reconhecimento, que se
caracteriza por uma forma de meméria ndo espacial que pode ser
alterada em individuos envelhecidos ndo-dementes, bem como em
pacientes com doenca de Alzheimer.



2. REFERENCIAL TEORICO

De acordo com Freitas et al. (2002), nos paises em desenvolvimento como o
Brasil, a velhice ainda tem como ponto de referéncia o inicio da sétima década de
vida (60 anos). Na verdade, limites como 60 e 65 nos servem pra determinar a idade
de aposentadoria e na comparacao entre populacdes, quando a questdo é o
envelhecimento.

Segundo Papaléo Netto (apud Freitas et al., 2002) o processo de
envelhecimento ocorre de forma dindmica e progressiva, no qual ha modificacdes
morfologicas, funcionais, bioquimicas e psicologicas que determinam perda da
capacidade de adaptacdo do individuo ao meio ambiente, ocasionando maior
vulnerabilidade e maior incidéncia de processos patolégicos que terminam com a
morte. Conforme Geis (2003) envelhecer significa adaptacdo a mudancas na
estrutura e funcionamento do corpo humano por um lado, e mudancas no ambiente
social por outro. Concebe-se entdo a velhice como um processo desfavoravel e
dificil de manejar.

Estas alteragbes ocorrem em tempos e formas diferentes em cada individuo.
O pico maximo de nossa capacidade bioldgica de vida ocorre por volta dos 30 anos.
Apos esta fase vao ocorrendo diversas transformagdes em nosso organismo. Todos
0s organismos multicelulares vao sofrendo alteragbes com o tempo, havendo uma
perda progressiva das capacidades fisioldgicas. Como afirma Fletcher et al. (1996),
apesar de todas as medidas fisiolégicas declinarem com a idade, nem todas
declinam com o0 mesmo ritmo.

Muitos sdo os fatores que contribuem para determinar como uma pessoa
envelhece. O estilo de vida, a ocorréncia de doencgas crbnicas ou agudas, acidentes,
estresse emocional e condi¢cdes ambientais desfavoraveis sao fatores determinantes
para acelerar o processo de envelhecimento. O declinio biolégico normal no
processo de envelhecimento, o aparecimento de doencas e as dificuldades
funcionais sustentam a concepcdo da velhice "como um periodo de decadéncia
inexoravel” (Caldas, 1998). Finalmente parece que nada pode ser feito para impedir
o envelhecimento e seu ritmo, e os efeitos variam entre os individuos.

O sistema nervoso central (SNC) € muito comprometido com o processo de

envelhecimento, sendo o0 responsavel pelas sensa¢fes, movimentos, funcdes
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psiquicas e func¢des biologicas internas. De acordo com Freitas et al. (2002) o
namero de células nervosas decresce com o envelhecimento normal. Em algumas
areas, a perda celular € minima, enquanto em outras a perda é pronunciada.
Conforme Squire e Kandel (2003), com o envelhecimento existem alteracées no
enceéfalo que afetam o lobo temporal medial e o cortex frontal, que podem ocorrer de
forma independente, alterando de diferentes formas as fungdes cognitivas.

Segundo Freitas et al. (2002), uma freqlente conseqiéncia associada ao
envelhecimento é a diminuicdo da plasticidade cerebral, a qual sugere que os
neurdénios maduros tém capacidade de desenvolver-se e formar novas sinapses.
Com a formacgdo de novos circuitos sinapticos aumenta-se a capacidade de
aprender e adquirir novos conhecimentos, de lembrar novos fatos e a flexibilidade de
desenvolver novas habilidades. Peters (2002) sugere que tais mudancas
degenerativas conduzem ao declinio cognitivo porque causam alteracdes na
velocidade de conducgéo, tendo por resultado um rompimento do sincronismo normal
nos circuitos neuronais. Em funcéo disso, o desempenho cognitivo no idoso torna-se
alterado.

De acordo com Kapczinski, Quevedo e Izquierdo (2000), os individuos
quando expostos a novas experiéncias apresentam capacidade de modificacdo e
adaptacao para determinadas situacdes. O sistema nervoso desempenha um papel
fundamental de percepcdo quando nos referimos a habilidade de aprender e
recordar eventos. A aquisicdo de novas informacgcfes é denominada aprendizado,
enquanto o armazenamento das informagdes aprendidas definimos como memoria.

Em relacdo a estrutura cerebral, o neocortex € o responséavel pela funcéo
cognitiva fazendo ligagdo com as caracteristicas instintivas e afetivas do sistema
limbico (experiéncia, comportamento emocional e fun¢cdes amnésicas). Com base
em Sanvito (1991) é através do coértex cerebral, mais do que outras estruturas, que
se adquire a capacidade para processar informagOes. Pode-se afirmar que o
processo de envelhecimento parece nédo afetar todas as regibes do cérebro do
mesmo modo. O cortex cerebral, por exemplo, € muito mais afetado pela perda de
células nervosas com o passar dos anos, do que o tronco cerebral (Cohen, 1995).
Conforme Squire e Kandel (2003), com o envelhecimento existem alteracbes no
encéfalo que afetam o lobo temporal medial e o cortex frontal, que podem ocorrer de

forma independente, alterando de diferentes formas as fun¢des cognitivas.



Além disso, em algumas areas a perda celular € minima, enquanto em outras
como no hipocampo a perda é pronunciada. De acordo com Persson et al. (2005),
um estudo em relacdo ao volume hipocampal, demonstrou reducéo significativa nos
idosos e um declinio da memodria, podendo sugerir que a diminuicdo cognitiva esta
associada com diferencas na estrutura e funcdo cerebral. Como o envelhecimento &
associado com um declinio das fungdes fisiologicas incluindo fungdes cognitivas,
podemos dizer entdo que o hipocampo esta envolvido nos processos de
aprendizagem e memoéria, ndo sendo surpreendente que um numero de processos
neurais nesta area do cérebro parecem ser particularmente vulneraveis ao
envelhecimento (Serrano e Klann, 2004).

A funcao cognitiva mais amplamente estudada € a memdaria, principalmente
porque serve de critério para o diagnostico de sindromes demenciais, como a
doenca de Alzheimer (Siegler et al., 1999). De acordo com Albert (1994) a
diminuicdo da memaria € provavelmente a mais prevalente das alteracdes cognitivas
nos idosos.

A memodria é a habilidade de armazenar informacdes e conhecimentos. Ela é
a base para o desenvolvimento da linguagem, do reconhecimento das pessoas e
dos objetos, para sabermos quem somos e para termos consciéncia da continuidade
de nossas vidas. Portanto, afirma-se de acordo com Freitas et al. (2002) que a
memoria corresponde a uma das mais importantes fungdes cognitivas do homem.
Um sistema de memodria € um conjunto de mecanismos comuns para O
armazenamento da informacgéo. Portanto, a representacdo na memoéria ndo € uma
base suficiente para o pensamento. Segundo Posner (1980) devemos ser capazes
de reorganizar a informacdo a fim de resolver problemas, desenvolver novas
estruturas e interpretar o mundo que nos cerca.

O envelhecimento, mesmo na auséncia de patologias graves, leva
gradualmente a um declinio modesto, mas significativo, da memoria, atualmente
chamado de “comprometimento cognitivo leve” (Freitas et al., 2002). Essa
diminuicdo da memoaria com o passar da idade, principalmente para fatos recentes, €
denominada também de “amnésia benigna do idoso” (Leme, 2000). Com base em
Magalhdes e Sandberg (2005) as doencas neurodegenerativas e a deméncia
representam os maiores problemas de saude publica na populacéo que envelhece.

A memoria representa uma atividade altamente diferenciada no sistema

nervoso, a qual permite ao organismo registrar e conservar os dados da experiéncia
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e aprendizagem e a possibilidade de recuperar essas informacdes a qualquer
momento.

A memoaria é influenciada por diversos mecanismos além dos fendmenos de
plasticidade neural que devem servir como substrato basico para a aquisicdo e o
armazenamento de informacdes. Pode-se acrescentar que o0s sistemas de
modulacdo de memdrias emocionais podem estar envolvidos em estratégias de
reacdo de um individuo frente a situacdes de grande novidade, estresse ou medo
(Kapczinski et al., 2000).

A memoria de Reconhecimento € uma forma de memdéria ndo espacial que
pode ser alterada em individuos envelhecidos ndo-dementes, bem como em
pacientes com doenca de Alzheimer. Os testes de memoria de Reconhecimento tém
sido utilizados em modelos animais para avaliar déficits cognitivos associados ao
envelhecimento. Utilizando macacos envelhecidos, Shamy et al. (2005)
comprovaram o declinio da memoria de reconhecimento. Além disso, estudos
anteriores realizados em nosso laboratério demonstraram que ratos entre 22 e 24
meses de idade apresentam um prejuizo significativo da memoria de
reconhecimento quando comparados a ratos adultos jovens (de Lima et al., 2005).

Existem muitos componentes no SNC que estdo envolvidos nos processos de
aprendizagem e memoria. O glutamato, por exemplo, é responséavel pela maior parte
da neurotransmissao excitatéria no SNC. Processos neuroquimicos envolvendo o
glutamato estéo relacionados a plasticidade sinaptica, sendo considerado o principal
neurotransmissor nos modelos de aprendizagem e memoria. Os receptores do
glutamato podem ser da familia de receptores ionotrépicos: N-metil-D-aspartato
(NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propidnico (AMPA) e cainato
(KA) como da familia de receptores metabotropicos: éacido amino-
ciclopentildicarboxilico (ACPD) e é&cido L-2-amino-4-fosfonopropionico (L-4P4)
(Kapczinskl et al., 2000).

E importante mencionar que a exposi¢éo de neurdnios a altas concentragdes
de glutamato pode levar a morte da célula neuronal. Este evento é desencadeado
pela atividade excessiva de receptores NMDA e pelo influxo de Ca?* nos neurdnios.
Além disso, a neurotransmissédo glutamatérgica anormal tem sido apontada como
um mecanismo patolégico em varias desordens como esquizofrenia, deméncia

cerebral e doenca de Alzheimer (Rammsayer, 2006).
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Segundo Minkeviciene (2004) no cérebro dos mamiferos os receptores NMDA
estdo envolvidos em importantes fungdes fisiologicas como a plasticidade e a
formacdo sinaptica exercendo importante papel na memodria, aprendizagem e a
formacdo de circuitos neuronais durante o desenvolvimento. Muitas desordens no
SNC com perdas neuronais sado causadas por excitotoxicidade induzida pelo
glutamato, o que pode ser tratado por antagonistas dos receptores NMDA.

Estudos apontam que o resultado da baixa regulacdo do transporte de
glutamato glial (GLT-1) ocorre em pacientes com doenca de Alzheimer defendendo a
idéia que os niveis sinapticos de glutamato e da atividade dos receptores NMDA
podem aumentar em individuos com esta doenca. Sugere-se ainda que a
superativacdo dos receptores NMDA e/ou os niveis elevados de glutamato na
sinapse podem aumentar a neurotoxicidade e agir prejudicando a memoéria
(Rammsayer, 2006). E importante acrescentar que uma das caracteristicas da
doenca de Alzheimer é a deposicdo extracelular de placas B-amildide (AB) em
algumas regides do cérebro. Para tanto, diversas evidéncias sugerem que a
toxicidade AP pode elevar os niveis de glutamato, aumentando assim, a atividade
dos receptores NMDA. Com base em Tanovic e Alfaro (2006), o neurotransmissor
excitatorio glutamatérgico é importante no processo de aprendizagem e memoria, 0S
quais séo atingidos severamente na doenca de Parkinson e na doenca de
Alzheimer, o que esta provavelmente associado com o aumento do peptideo B-
amildide.

Além destas alteracdes o estresse oxidativo também tem papel importante no
processo das doengas neurodegenerativas.

De acordo com Andersen (2004) o oxigénio é necessario para a vida, porém
0os produtos do seu metabolismo produzem os chamados radicais livres que sao
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais sdo altamente téxicas para as células.

Os radicais livres sao definidos por um atomo ou molécula com um elétron
desemparelhado. Existem varios radicais, mas o mais comum € formado pela
reducdo de uma molécula de oxigénio para agua e é tipicamente referido como uma
espécie reativa de oxigénio (Markesbery et al. apud Mattson, 2001). E importante
acrescentar que um grande numero de estudos tem demonstrado que a
excitotoxicidade induzida pela superestimulacdo de receptores NMDA esta
associada com a producdo de radicais livres (Lipton and Rosenberg, 1994). A

elevacdo dos niveis intracelulares de Célcio pode ativar a fosfolipase A2 levando a
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producdo de acido araquidénico, o qual € subsequentemente metabolizado a uma
variedade de produtos incluindo o radical superoxido, resultando em danos a
membrana e morte celular (Smith-Swintosky and Mattson, 1994; Hoyer, 1995).

Os antioxidantes sédo definidos como substancias presentes em pequenas
guantidades comparadas com outros substratos oxidativos retardando
significativamente ou inibindo a oxidacao destes substratos. Segundo Markesbery et
al. (apud Mattson, 2001) elas defendem o organismo dos radicais livres e mantém a
homeostase, sendo que o mesmo desenvolve diversos sistemas antioxidantes
reparando as enzimas e removendo as moléculas oxidadas. Entretanto, o cérebro
ndo é enriquecido de defesas antioxidantes, sendo estas ndo completamente
efetivas para prevenir as doencas oxidativas, principalmente com o envelhecimento
do organismo. (Floyd e Hensley, 2002).

Portanto, os antagonistas de receptor NMDA podem minimizar ou bloquear a
morte dos neurdnios induzida pela ativagdao desses receptores e consequentemente
da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo entdo, uma medida
terapéutica considerada como neuroprotetora

Dentro desse contexto, a memantina € uma droga antagonista de baixa
afinidade aos receptores glutamatérgicos NMDA, obstruindo parcialmente a
neurotransmissao glutamatérgica no SNC (Guay, 2003). Segundo a literatura, ela
possui propriedades neuroprotetoras, 0 que nao inverte as doencas
neurodegenerativas, mas seu efeito moderado se resume em proteger o cérebro dos
niveis toxicos do célcio (Ca®"), permitindo uma sinalizacdo normal entre os
neurdnios. Atualmente tem sido sugerido que a memantina promove o0
restabelecimento da sobrevivéncia e do funcionamento dos neurdnios
dopaminérgicos afetados na doenca de Parkinson e Alzheimer (Marvanova et al.,
2001).

De acordo com Guay (2003) o uso da memantina estd associado com
melhoras significativas nas escalas cognitivas, funcionais agindo também atrasando
a progressdo das deméncias. O perfil farmacolégico da memantina em pacientes
com doenca de Alzheimer parece ser eficaz, tendo efeitos terapéuticos positivos
também no tratamento da isquemia (Lapchak, 2006).

Estudos em humanos demonstraram que pacientes com doenca de
Alzheimer tratados com memantina demonstraram melhoras significativas

comparados ao grupo placebo (Kirby et al., 2006). Bullock (2006) em consenso com
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Reisberg et al. (2006) afirmam que muitas das melhorias foram vistas em atividades
individuais da vida e do comportamento diario, além de taxas reduzidas da
deterioracdo em medidas globais, cognitivas e funcionais. Dautzenberg et al. (2006)
observou também efeitos benéficos nos sintomas cognitivos, na agitacdo e na
agressividade.

Pesquisas recentes com modelos animais, demonstraram que a memantina
melhora o0 desempenho na aprendizagem e na memoéria em ratos velhos
(Minkeviciene et al., 2004). Segundo o autor, o tratamento com memantina melhora
0 prejuizo cognitivo em um modelo animal de doenca de Alzheimer. Gao et al.,
(2006) observou efeitos neuroprotetores no cérebro de ratos apds o tratamento com
memantina, em um modelo de isquemia-hipoxia.

Por fim, sdo muitos os resultados positivos que relacionam o tratamento com
memantina a melhorias na cogni¢cdo, aprendizagem e memoria. Com base nesses
achados, torna-se importante verificar também o efeito desta droga sobre o estresse
oxidativo cerebral, jA& que este € um dos fatores associados ao processo de
neurodegeneracdo. Junto a isso, a andlise da droga sobre a memoéria de
reconhecimento, mantém-se sustentavel para comprovar o total beneficio da
mesma, podendo assim, ajudar a minimizar os efeitos das doengas

neurodegenerativas.

13



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do tratamento crénico com memantina sobre a memaria de
reconhecimento e o estresse oxidativo em regides cerebrais de ratos envelhecidos
(24 meses de idade).

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar o efeito do tratamento com memantina por 21 dias sobre a
memoria de reconhecimento do objeto novo em ratos velhos;

* Avaliar os efeitos do tratamento com memantina sobre a atividade no

campo aberto em ratos velhos.

* Analisar o efeito do tratamento com memantina por 21 dias sobre a

carbonilacéo de proteinas em regides cerebrais obtidas de ratos velhos.

14



Memantine reduces oxidative damage in brain regions and

enhances long-term recognition memory in aged rats
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Abstract

Many neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s (AD), Parkinson’s (PD) and
Huntington’s diseases (HD), are caused by different mechanisms but may share a
final common pathway to neuronal injury as a result of the overstimulation of
glutamate receptors. It has been suggested that this pathway can be involved in
generation of cognitive deficits associated with normal aging. Previous studies
performed in our laboratory have demonstrated that aged rats presented recognition
memory deficits. The aim of the present study was to evaluate the effect of
memantine, a low-affinity NMDA receptor antagonist, on age-induced recognition
memory deficits. Additionally, parameters of oxidative damage in cerebral regions
related to memory formation were evaluated. In order to that, male Wistar rats (24
months old) received daily injections of saline or memantine (20 mg/kg ip) during 21
days. The animals were submitted to a novel object recognition task 1 week after the
last injection. Memantine-treated rats showed normal recognition memory while the
saline group showed long-term recognition memory deficits. The results show that
memantine is able to reverse age-induced recognition memory deficits. We also
demonstrated that memantine reduced the oxidative damage to proteins in cortex
and hippocampus, two important brain regions involved in memory formation. Thus,
the present findings are in agreement with the hypothesis that, at least in part, age-
induced cognitive deficits are related to oxidative damage promoted by NMDA

receptors overactivation.

Key-words : aging, recognition memory, memantine, neuroprotection, excitotoxicity,

oxidative stress, protein carbonyl, rat.
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1 Introduction

Many neurodegenerative diseases, including Alzheimer's disease (AD)
(Canzoniero and Snider, 2005; Rieder and Hoyer, 2006), Parkinson’s disease (PD)
(Beal, 1998; Vernon et al., 2005), Huntington’s disease (HD) (Cowan and Raymond,
2006), human immunodeficiency virus (HIV)-associated dementia (Kaul and Lipton,
2006), multiple sclerosis (Scott et al., 2006), amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (van
Damme et al., 2005) are caused by different mechanisms but may share a final
common pathway to neuronal injury as a result of the overstimulation of glutamate
receptors, especially of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) subtype. Acute disorders,
such as stroke, central nervous system (CNS) trauma and epilepsy, also manifest a
component of excitotoxicity. Moreover, it has been suggested that the sustained
changes in the regulation of intracellular Ca®* concentration in normal brain aging
would affect the synaptic transduction, neurotransmitter release and signal
transduction, causing the memory deficits observed in aged subjects that did not
developed a pathological condition (Foster and Norris 1997; Toescu & Verkhratsky,
2004; Kelly et al., 2006). Hence, NMDA receptors antagonists could potentially be of
therapeutic benefit in a number of chronic neurological disorders manifesting
excessive NMDA receptor activities. However, given the critical role of NMDA
receptors in learning and memory (Miyamoto, 2006), it may appear counterintuitive
that an NMDA receptor antagonist could improve the symtomatology of
neurodegenerative disorders associated with learning and memory deficits. Several
NMDA receptor antagonists possessing high affinity for NMDA receptors [for
instance, (+/-)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5) and (+)-5-Methyl-10,11-
dihydro-5H-dibenzocyclohepten-5,10-imine maleate (MK-801)] have been found to
cause neurobehavioral adverse effects (Castellano et al.,, 2001). An alternative
approach to avoid such side effects is to produce a partial blockade of the NMDA
receptor. Memantine, a low-moderate affinity, uncompetitive NMDA receptor
antagonist, was recently approved by the European Union and the U.S. Food and
Drug Administration (FDA) for the treatment of AD. It has been shown that
memantine is able to improve performance in several pharmacological models of
impaired learning and memory (Wenk et al., 1994; Zajackowski et al., 1996; Wenk et
al., 1997; Minkeviciene et al., 2004; Yamada et al., 2005; Nakamura et al. 2006), in

aged rats with impaired baseline memory function (Barnes et al., 1996), and in
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patients with moderate to severe AD (Rammsayer, 2001; Reisberg et al., 2003; Tariot
et al., 2004; Cummins et al., 2006).

In previous reports we have demonstrated that aged rats presented
recognition memory deficits when compared with young subjects (de Lima et al.,
2005a). Thus, the purpose of the present study was to evaluate the effect of
memantine on age-related recognition memory deficits. In order to do that, we
submitted aged male Wistar rats (24 months old) treated with memantine to a novel
object recognition task. Additionally, parameters of oxidative stress in cerebral
regions related to memory formation were evaluated.

Recognition memory can be tested in rodents using object recognition
tasks that are based on spontaneous activity and the natural preference that rats
display to explore a novel object more than a familiar one when the animal
remembers previous exposure to familiar object. Advantages associated with this
class of measure include the fact that performance does not depend on the retention
of a rule, and is not based on usual positive or negative reinforcers, such as food
deprivation or application of an electric shock (Ennanceur and Delacour, 1988; Dix
and Aggleton, 1999; Mumby, 2001; Clark and Martin, 2005; Bertaina-Anglade et al.,
2006).

2 Materials and Methods

2.1 Animals

Male Wistar rats were obtained from State Foundation for Health Science
Research (FEPPS-RS, Porto Alegre, RS, Brazil). The animals were maintained in
groups of three in a plastic cage with sawdust bedding in a room at temperature of 22
+ 1°C and a 12h light/dark cycle. The animals were supplied with standardized pellet
food and tap water ad libitum. All behavioral experiments took place between 9:00
and 17:00. All experimental procedures were performed in accordance with the NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the Brazilian Society for
Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal care. These
experimental procedures were approved by the Ethics Committee of the Pontifical
Catholic University (CEP-996/04).
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2.2 Drugs and pharmacological procedures

Aged animals (23 months-old) received daily intraperitoneal (ip) injections of
saline solution (NaCl 0.9%) or memantine (Apsen, SP, Brazil) at the dose of 20.0
mg/Kg in a 2.0 ml/Kg injection volume dissolved in saline solution for 21 days.
Animals were trained in a novel object recognition task 1 week after the last
administration of memantine. The dose of memantine was chosen on the basis of
previous studies (Zajackowski et al., 1996; Wenk et al., 1997; Rao et al., 2001,
Yamada et al, 2005; Cummings et al., 2006; Nakamura et al., 2006).
Dinitrophenylhydrazine, trichloroacetic acid and thiobarbituric acid were purchased
from Sigma, St. Louis, MO, USA.

2.3 Novel object recognition memory

Twenty-four hours after open field exploration (see below), animals were
trained and tested in a novel object recognition task as previously described
(Schroder et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006). Training
in the object recognition task took place in the same arena used for the open field,
except that the arena floor was covered with sawdust during the recognition memory
task training and test trials. The open field exploration was thus used as a context
habituation trial for the recognition memory task. The object recognition test required
that the rats recalled which of two plastic objects they had been previously
familiarized with. Twenty-four hours after arena exploration, training was conducted
by placing individual rats into the field, in which two identical objects (objects A1 and
A2; Duplo Lego toys) were positioned in two adjacent corners, 9 cm from the walls.
Animals were left to explore the objects until they had accumulated 30 s of total
object exploration time or for a maximum of 20 min. In a short-term memory (STM)
test given 1.5 h after training, the rats explored the open field for 5 minutes in the
presence of one familiar (A) and one novel (B) object. All objects presented similar
textures, colors, and sizes, but distinctive shapes. A recognition index calculated for
each animal was expressed by the ratio Tg/(Tat+Tg) [Ta=time spent exploring the
familiar object A; Tg= time spent exploring the novel object B]. Between trials the
objects were washed with 10% ethanol solution. In a long-term memory (LTM) test
given 24 h after training, the same rats explored the field for 5 minutes in the
presence of familiar object A and a novel object C. Recognition memory was

evaluated as for the short-term memory test. Exploration was defined as sniffing or
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touching the object with the nose and/or forepaws. Sitting on the object was not

considered exploration.

2.4 Open field behavior

In order to control for possible sensorimotor effects induced by memantine,
behavior during exploration of an open field was evaluated 24 h after the last
injection. The open field was a 40 X 45 cm arena surrounded by 50 cm high walls,
made of plywood with a frontal glass wall. The floor of the arena was divided into 12
equal squares by black lines. Animals were placed in the rear left corner and left to
explore the field freely for 5 min. Latency to start locomotion, line crossings, rearings

and the number of fecal pellets produced were counted (de Lima et al., 2005a).

2.5 Oxidative stress analysis

After completion of behavioral procedures animals were killed by decapitation
and the brain regions (cortex, hippocampus and striatum) from six rats randomly
selected from each group were isolated and stored at -80°C for posterior analyses. All
the results were normalized by the protein content (Lowry et al., 1951). The oxidative
damage to proteins was assessed by determination of carbonyl groups based on the
reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH) as previously described (Levine et al.,
1990). Briefly, proteins were precipitated by addition of 20% trichloracetic acid and

redissolved in DNPH and the absorbance read at 370 nm.

2.6 Statistical Analysis

Behavioral data were analyzed as previously described (Schroder et al., 2003;
de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006). Data for recognition indexes are
expressed as median [interquartile ranges]. Comparisons between groups were
performed using Mann-Whitney U-tests. Comparisons of time (in seconds) spent
exploring the familiar and novel objects in retention test trials within each individual
group was performed by Wilcoxon test. Data for open field behavior are expressed as
means + S.E. Data were analyzed by independent samples t-test. Biochemical data
are expressed as means + S.D. Data were analyzed by independent samples t-test.

In all comparisons, p<0.05 was considered to indicate statistical significance.

20



3 Results

3.1. Effects of memantine on age-related impairment of object recognition memory.
Fig. 1 shows the effect of memantine on object recognition memory in aged
rats. There was no significant difference between groups in the training trial (median
[interquartile ranges] percentages of time exploring object A2 were 49.5 [44.5/56.1] in
the saline-treated group, and 43.3 [33.8/53.4] in the group treated with memantine,
p=0.315) or in the STM retention trial (median [interquartile ranges] percentages of
time exploring the novel object B were 70.2 [67.2/78.2] in the saline-treated group
and 68.0 [65.0/75.0] in the group treated with memantine, p=0.536). Statistical
comparison of LTM recognition indexes has indicated a significant difference
(p=0.003) between the groups. Additionally, saline-treated aged rats showed no
preference towards the novel object in the LTM retention test, as Wilcoxon test has
indicated no significant difference between the time spent exploring the familiar and
the novel object (median [interquartile ranges] time in seconds exploring object A was
5.16 [3.56/7.01] and object C was 7.88 [4.25/9.39] during LTM test, p=0.114).
However, rats treated with memantine showed a significant preference in exploring
the novel object during the LTM retention trial (median [interquartile ranges] time in
seconds exploring object A was 6.03 [5.78/8.39] and object C was 16.79
[14.22/18.93] during LTM test, p=0.018). Taken together, these results indicate that
memantine treatment reversed the age-related impairment in object recognition

memory.

3.2 Open field behavior in aged rats treated with memantine

Results for open field behavior in aged rats treated with saline or memantine
are shown in Fig. 2. Memantine did not affect the number of crossings (p=0.252),
rearings (p=0.579), latency to start locomotion (p=0.444) or defection (p=0.605).
These results indicate that the memantine-induced improvement of performance in
the recognition memory task could not be attributed to alterations in sensorimotor

functions such as locomotion, exploratory behavior, motivation, or anxiety.
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3.3 Oxidative stress analyses in aged rats treated with memantine

Figure 3 shows the effect of memantine on the level of protein carbolylation,
wich was used as an index of protein damage. Memantine significantly reduced
protein carbonyl content in the hippocampus (p=0.024) and cortex (p=0.008) of aged
rats (Fig. 3A and B) without affecting striatal levels of protein carbonylation (p=0.461,
Fig. 3C).

4 Discussion

The present study has investigated the possibility that memantine therapy
could attenuate age-related memory deficits. In previous reports we had
demonstrated that aging induces long-term object recognition memory impairment in
rats (de Lima et al., 2005a). The data shown here demonstrates for the first time that
memantine was able to reverse age-induced recognition memory deficits in rats. In
addition, memantine treatment decreases oxidative damage to proteins in specific
brain areas that are involved in memory formation, such as cortex and hippocampus.
Thus, the present findings support the hypothesis that, at least in part, age-
associated cognitive deficits might be related to oxidative damage triggered by
NMDA receptors overstimulation.

Controlled trials have demonstrated the safety and efficacy of memantine
monotherapy for patients with moderate to severe AD (Winblad and Poritis, 1999;
Reisberg et al., 2003; Peskind et al., 2006; Dautzenberg et al., 2006) and also in
patients receiving a cholinesterase inhibitor treatment (Hartmann and Mobius 2003;
Tariot et al., 2004; Cummings et al., 2006; Dantoine et al., 2006).

In animals, it was demonstrated that memantine improves spatial learning in a
transgenic mouse model of AD and in rats that received injection of 3-amyloid peptide
into the hippocampus without affecting nonspecific behavioral parameters such as
locomotion/exploratory activity (Minkeviciene et al., 2004; Nakamura et al., 2006,
respectively). Moreover, memantine reversed cortical lesion-induced memory deficits
in rats (Zajaczkowski et al., 1996), protected against neuroinflamation induced by
lipopolysaccharide (LPS), and attenuated the spatial memory impairments produced

by LPS (Rosi et al., 2006). These results indicate that under pathological conditions,
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memantine might produce beneficial effects on cognitive functions. A study by Zoladz
and coworkers (2006) has shown that pre-training administration of memantine
enhanced long-term spatial memory retention in adult rats. Conflicting results were
reported by Creeley et al, (2006) where memantine-treated rats showed long-term

memory impairment in the hole board task.

Interestingly, when memantine was administered to healthy human subjects, it
impaired recognition memory for objects, whereas performance on face recognition
was not affected (Rammsayer, 2001). These findings support the notion that NMDA
receptors antagonists could exert differential effects on memory functions.

In fact, we had already shown that MK-801 impaired both short- and long-term
retention of object recognition memory when given either before or after training in
healthy adult Wistar rats (de Lima et al.,, 2005d). In agreement with this view,
Marvanova et al. (2004) have demonstrated that MK-801 and memantine induced
different gene expression profiles into the rat brain. Although the exact mechanism
involved on the differential effects induced by memantine has not been made clear
yet, it seems that memantine is combined and released with the ion channel
depending on electric potential in the same way as the magnesium ion (Chen and
Lipton, 2006).

In the present study memantine-treated rats were submitted to the novel object
recognition task. This task has been increasingly used in recent years as a model for
the investigation of the neurobiological mechanisms of learning and memory.
Whereas most studies investigating learning and memory in rodents use spatial
and/or emotionally motivated behavioral tasks, the object recognition task provides a
tool for assessing non-spatial, non-aversive memory sensive to genetic and
pharmacological manipulations as well as aging process (Rampon et al., 2000;
Schroder et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006; Bertaina-
Anglade et al., 2006). Thus, previous studies analysing the effects of memantine on
memory-impaired rats are mainly focused on spatial memory tasks, such as Morris

water maze and the hole-board task.

Analysis of open field behavior following memantine treatment has
demonstrated that the dose of memantine used (20 mg/Kg) in the present study has

not affected general activity, thus not affecting rats’ ability to explore objects
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The molecular mechanisms underlying the reversion of recognition memory
deficits by memantine are unknown. However, the present results suggest that, at
least in part, the mechanisms might be related to the inhibition of oxidative damage
triggered by overstimulation of NMDA receptors. In the present study we found that
memantine was able to reduce protein carbonylation in the cerebral cortex and the
hippocampus without affecting striatal levels of protein carbonyls.

The imbalance between pro-oxidants and antioxidants resulting in oxidative
stress associated with ageing has been extensively demonstrated (Castellani et al.,
2006; Mancuso et al., 2007). Over the years a number of studies have consistently
reported the oxidative damage in brain regions, especially the hippocampus of aged
rats (Cini and Moretti, 1995; Nicolle et al., 2001; Abd El Mohsen et al., 2005). It has
been proposed that oxidized protein accumulate, contributing to the aging process
(Nabeshi et al., 2006; Friguet, 2006). Increasing evidence has suggest that oxidative
stress is implicated in age-related cognitive decline, and antioxidants have been used
to asses the role of oxidative damage in memory senescence (Martin and Grotewiel,
2006). Accordingly, a recent report has indicated that protein carbonyl levels are
increased in aged Wistar rats and that antioxidant treatment attenuates cognitive
deficits in senescent-accelerated OXYS rats (Kolosova et al., 2006).
Supplementation with N-acetylcisteine has also proved to delay age-associated
memory impairment in mice (Martinez et al., 2000). Mice receiving chronic systemic
administration of two synthetic catalytic scavengers of reactive oxygen species, from
8 to 11 months presented an almost complete reversion of age-associated cognitive
deficits and increase in oxidative stress in the brain (Liu et al., 2003). A recent study
has indicated that pre-treatment with memantine combined with atropine significantly
attenuated carbofuran-induced changes in levels of radical oxygen species (ROS)
markers F(2)-isoprostanes, and F(4)-neuroprostanes, as well as the alterations in
morphology of hippocampal neurons. Memantine and atropine pretreatment also
protected rats from carbofuran-induced hypercholinergic behavioral activity, including
seizures, suggesting that memantine, by preventing carbofuran-induced neuronal
hyperactivity blocks pathways associated with oxidative damage in neurons (Gupta et
al., 2006).

The present study supports the view that cognitive deficits associated with

ageing might be related to oxidative stress triggered by NMDA receptors
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overstimulation, and provides the first evidence that NMDA receptors antagonists
might prevent age-related memory dysfunction in rats.
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Figure 1. Effect of memantine on age-induced recognition memory deficits 1 week
after the last injection. Short-term retention test was performed 1.5 h after training
and long-term retention 24 h after training. Behavioral testing was carried out when
animals were 24 months old. The proportion of the total exploration time that the
animal spent investigating the novel object was the "Recognition Index" expressed by
the ratio Tg/(Ta+Tg), Ta = time spent exploring the familiar object and Tg = time spent
exploring the novel object. Data expressed as median [interquartile ranges], N = 10-7

per group. Differences between saline- and memantine-treated groups are indicated:
* p<0.05.
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Figure 2. Open field behavior in aged rats treated with systemic injections of saline
(NaCl 0.9%) or memantine (20 mg/Kg) for 21 days. Animals were left to explore the
open field for 5 minutes 1 week after the last injection. Data are expressed as means
+ S.E. (A) Number of crossings; (B) number os rearings; (C) latency to start
locomotion (s) and (D) number of fecal pellets. N=10-7 animals per group. There

were no significant differences between groups.
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Figure 3. Protein carbonyl content in brain regions of aged rats following memantine
treatment. Protein carbonyl content was measured in the (A) hippocampus; (B) cortex
and (C) striatum of 6 rats of each group, as described in Material and Methods
section. Values are expressed as means + S.D. Differences between saline and
memantine-treated groups are indicated: **p<0.01.
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Resumo

Muitas doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, Parkinson e
Huntington s@o causadas por diferentes mecanismos porém podem compartilhar
uma etapa comum de dano neuronal ocasionado pela superestimulacdo dos
receptores glutamatérgicos. Tem sido sugerido, que esta via pode estar envolvida no
surgimento de déficits cognitivos associados ao envelhecimento normal. Estudos
prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que ratos velhos apresentam
déficits de memoaria de reconhecimento. Portanto, o objetivo de presente estudo foi
avaliar o efeito da memantina, um antagonista de baixa afinidade aos receptores
NMDA, sobre os déficits de memoéria de reconhecimento induzidos pelo
envelhecimento. Adicionalmente, parametros do dano oxidativo em regides cerebrais
envolvidas na formagdo da memoaria foram avaliados. Ratos Wistar machos com 24
meses de idade receberam diariamente injecoes de solugdo salina ou memantina
(20mg/Kg i.p) durante 21 dias. Os animais foram submetidos a tarefa de
reconhecimento do objeto novo 1 semana apos a ultima injecdo. Os ratos tratados
com memantina apresentaram indice normal de reconhecimento enquanto o grupo
tratado com salina apresentou prejuizo de memoria de longa duracdo (LTM). Os
resultados mostraram que a memantina é capaz de reverter os déficits de memoaria
de reconhecimento induzido pelo envelhecimento. Além disso, nés demonstramos
gue a memantina reduz o dano oxidativo das proteinas no cortex e hipocampo, duas
importantes regides envolvidas na formacdo da memoria. Portanto, os presentes
resultados foram de acordo com a hipotese de que os déficits cognitivos induzidos
pelo envelhecimento estdo relacionados ao dano oxidativo ocasionado pela

superestimulacéo dos receptores NMDA.

Palavras-chave : envelhecimento, memoéria de reconhecimento, memantina,

neuroprotecao, excitotoxicidade, estresse oxidativo, carbonilacdo de proteinas, ratos.
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1 Introducéo

Muitas doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer (AD)
(Canzoniero and Snider, 2005; Rieder and Hoyer, 2006), doenca de Parkinson (PD)
(Beal, 1998; Vernon et al., 2005), doenca de Huntington (HD) (Cowan and Raymond,
2006), deméncia associada ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Kaul and
Lipton, 2006), esclerose multipla (Scott et al.,, 2006), esclerose amiotrofica lateral
(ALS) (van Damme et al., 2005) sdo causadas por diferentes mecanismos, porém
podem compartilhar uma etapa comum de dano neuronal ocasionado pela
superestimulacdo dos receptores glutamatérgicos, especialmente o subtipo N-metil-
D-aspartate (NMDA). Eventos agudos tais como acidentes vasculares, traumatismos
cranio-encefalicos e epilepsia, também sdo manifestadas por um componente
excitotoxico. Além disso, tem sido sugerido que mudancas prolongadas na regulacéo
da concentracdo de Ca?' intracelular no envelhecimento cerebral normal poderia
afetar pela transmissédo sinaptica, a liberacado de neurotransmissores e a transducéo
de sinais, causando déficits de memoria observados em sujeitos envelhecidos que
ndo desenvolvem condigbes patologicas (Foster and Norris, 1997; Toescu e
Verkratsky, 2004; Kelly et al., 2006). Portanto, os antagonistas dos receptores NMDA
poderiam potencialmente apresentar beneficios terapéuticos de um grande nimero
de doencas neurolégicas cronicas manifestadas pela atividade excessiva destes
receptores. Entretanto, dado o critico papel dos receptores NMDA no aprendizado e
na memoria (Miyamoto, 2006), pode parecer contraditorio que um antagonista de
receptores NMDA possa melhorar a sintomatologia das doencas neurodegenerativas
associadas com os déficits de aprendizagem e memoria. Dados demonstram que
varios antagonistas dos receptores NMDA de alta afinidade (por exemplo, (+/-) -2-
amino-5-acido fosfonopentandico (AP5) e maleato de (+) -5-metil-10,11-dihidro-5H-
dibenzocicloheptano-5,10-imino (MK-801) produzem efeitos neurocomportamentais
adversos (Castellano et al., 2001). Uma alternativa para evitar esses efeitos, é
produzir um bloqueio parcial dos receptores NMDA. A memantina, a qual possui
afinidade baixa-moderada por estes receptores, sendo um antagonista nao-
competitivo dos mesmos, foi recentemente aprovada pela Unido Européia e pelos
U.S Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da doenca de Alzheimer.
Foi demonstrado que esta droga é capaz de melhorar o desempenho em diversos

modelos farmacoldgicos de prejuizo de aprendizado e meméria (Wenk et al., 1994;

38



Zajackowski et al., 1996; Wenk et al., 1997; Minkeviciene et al., 2004; Yamada eta
al., 2005; Nakamura et al., 2006), em ratos velhos com prejuizo de memoaria (Barnes
et al., 1996) e pacientes com doenca de Alzheimer severa a moderada (Rammsayer,
2001; Reisberg eta al., 2003; Tariot et al., 2004; Cummins et al., 2006).

Em estudos prévios ndés demonstramos que ratos velhos apresentam prejuizo
de memodria de reconhecimento quando comparados a ratos adultos jovens (de Lima
et al.,, 2005a). Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
memantina sobre o déficit de memoria de reconhecimento associado ao
envelhecimento. Para tanto, ratos Wistar machos de 24 meses de idade tratados
com memantina foram submetidos a tarefa de reconhecimento do objeto novo. Além
disso, parametros de dano oxidativo em regifes cerebrais relacionadas a formacéo
da memoria foram avaliados.

A memoéria de reconhecimento pode ser testada em roedores
utilizando-se tarefas de reconhecimento de objeto baseadas na atividade
espontanea e na preferéncia natural que ratos apresentam de explorar um objeto
novo mais do que um familiar, quando o animal lembra uma exposi¢cado prévia ao
objeto familiar. As vantagens associadas a esta classe de medidas incluem o fato de
que o desempenho ndo depende da retencdo de uma regra e ndo € baseada em
reforgos positivos ou negativos, tais como deprivacao alimentar ou aplicacdo de um
choque elétrico (Ennanceur and Delacour, 1988; Dix and Aggleton, 1999; Mumby,
2001; Clark and Martin, 2005; Bertaina-Anglade et al., 2006).

2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Ratos Wistar machos foram obtidos da fundacéo Estadual de Pesquisa e
Producdo em Saude (FEPPS-RS, Porto Alegre, RS, Brasil). Os animais foram
mantidos em grupos de 3 ratos por caixa de moradia em ambiente climatizado com
temperatura de 22 = 1°C e com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo
alimentacdo comercial e agua ad libitum. Os experimentos ocorreram entre 9:00 e
17:00. Os procedimentos foram realizados de acordo com NHI Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals e as recomendacgdes para utilizagdo de animais da
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Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). Este trabalho foi
aprovado pelo comité de Etica da Pontificia Universidade Catodlica (cep 996/04).

2.2 Drogas e procedimentos farmacolégicos

Os animais envelhecidos (23 meses de idade) receberam diariamente
injecdes intraperitoneais (i.p) de solucdo salina (NaCl 0.9%) ou memantina (Apsen,
SP, Brasil) na dose de 20.0 mg/Kg, dissolvido em solucéo salina, por 21 dias em
volume da injecdo 2.0 ml/Kg. Os animais foram treinados e o teste de
reconhecimento do objeto novo 1 semana apds a Ultima administracdo de
memantina. A dose de memantina foi escolhida baseada em estudos prévios
(Zajackowski et al., 1996; Wenk et al., 1997; Rao et al., 2001; Yamada et al., 2005;
Cummings et al., 2006; Nakamura et al., 2006). Dinitro-fenil-hidrazina, acido

tricloroacético e acido tiobarbiturico foram obtidos da Sigma, St. Louis, MO, USA.

2.3 Memodria de reconhecimento do objeto novo

Passadas 24 horas ap0s a exploracdo no campo aberto (ver abaixo), 0s
animais foram treinados e testados na tarefa de reconhecimento do objeto novo
como previamente descrito (Schroder et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b;
2005c; 2005d; 2006). O treino na tarefa de reconhecimento do objeto foi feito na
mesma caixa de campo aberto, com excecdo do assoalho que foi coberto com
serragem durante a tarefa de memodria. A exploracdo no campo aberto foi utilizada
como habituacdo ao contexto para a tarefa de memaria de reconhecimento. O teste
de reconhecimento do objeto requer que os ratos lembrem qual dos dois objetos
plasticos que eles ja foram previamente familiarizados. Ao decorrer 24 horas apos a
exploracéo, o treino foi realizado, colocando-se os animais individualmente para no
campo com dois objetos idénticos (objetos Al e A2; Duplo Lego Toys) posicionados
nos dois cantos adjacentes a 9 cm da parede. Os animais tiveram que explorar 0s
objetos até acumularem 30s do tempo total de exploracdo, sendo o tempo maximo
de 20 min. No teste de memodria de curta duracéao (STM), realizado 1.5 horas apdés o
treino, os ratos exploraram o campo por 5 min na presenca de um objeto familiar (A)
e um objeto novo (B). Os objetos apresentaram texturas, cores e tamanho similares,
porém diferentes formas. O indice de reconhecimento foi calculado para cada animal
sendo expressado pela razdo TB/(TA+TB) [TA= tempo gasto explorando o objeto

familiar (A); TB= tempo gasto explorando o objeto novo (B)]. Entre as provas o0s
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objetos foram lavados com 10% de solucao de etanol. No teste de memoria de longa
duracdo (LTM), realizado 24 horas apdés o treino, 0s mesmos ratos exploraram
novamente o campo por 5 min na presenca de um objeto familiar (A) e de um objeto
novo (C). A memodria de reconhecimento foi avaliada da mesma forma que no teste
de memoria de curta duracdo. A exploracéo foi definida pelo farejar ou pelo contato
do animal com o objeto através do nariz e/ou patas. Acomodar-se no objeto nao foi

considerada exploracéao.

2.4 Atividade no campo aberto

Para controlar a possibilidade de efeitos sensoriomotores induzidos pela
memantina, o comportamento de exploracdo no campo aberto foi avaliado 24 horas
apos a ultima injecdo. O campo aberto consiste em uma caixa de 40 x 45 cm com
paredes de 50 cm de altura, feita de madeira com a face frontal de vidro. O assoalho
da caixa foi dividido em 12 quadrantes iguais por linhas pretas. Os animais foram
colocados no canto esquerdo da caixa onde puderam explorar livremente o campo
por 5 min. Foram registrados a laténcia para iniciar a locomo¢do, 0 numero de
cruzamentos, 0 numero de respostas de orientacdo e a quantidade de fezes

produzidas (de Lima et al., 2005a).

2.5 Analise do estresse oxidativo

ApOs a conclusdo dos procedimentos comportamentais, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e as regides cerebrais (cértex, hipocampo e estriado)
de 6 ratos selecionados aleatoriamente de cada grupo foram isoladas e
armazenadas a 80°C para analise posterior. Todos os resultados foram
normalizados com relacdo ao contetudo das proteinas (Lowry et al., 1951). O dano
oxidativo das proteinas foi estimado pela determinacéo de grupos carbonil baseados
na reacédo com dinitrophenylhydrazine (DNPH) como previamente descrito (Levine et
al., 1990). Resumidamente, as proteinas foram precipitadas pela adicdo de 20% de
acido tricloroacético e dissolvidas novamente em DNPH e entdo a absorbancia é lida

em 370 nm.

2.6 Andlise estatistica
Os dados comportamentais foram analisados como previamente descritos
(Schroder et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006). Os dados
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dos indices de reconhecimento foram expressos pela mediana [intervalos
interquartis]. Comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando o teste U de
Mann-Whitney. Comparacdes do tempo (em segundos) gasto explorando o objeto
familiar e o objeto novo nos testes de retencdo dentro de cada grupo individual foi
mensurado pelo teste de Wilcoxon. Dados do comportamento no campo aberto
foram expressados pelas médias + E.P. (erro padréo) e foram analisados através do
teste-T para amostras independentes. Os dados bioquimicos foram expressados
pelas médias + D.P. (desvio padréo), analisados também pelo teste-T para amostras
independentes. Em todas as comparacfes, p < 0,05 foi considerado significativo

estatisticamente.

3 Resultados

3.1 Efeitos da memantina no prejuizo de memoria de reconhecimento associado ao
envelhecimento.

A Figura 1 mostra os efeitos da memantina sobre a memoria de
reconhecimento em ratos velhos. N&o houve diferenca significativa entre os grupos
na sessao de treino (mediana [intervalos interquartis] da porcentagem do tempo de
exploracdo do objeto A2 foi 49.5 [44.5/56.1] no grupo tratado com salina e 43.3
[33.8/53.4] no grupo tratado com memantina, p=0,315) ou no teste de retencédo de
curta duracdo (STM) (mediana [intervalos interquartis] da porcentagem do tempo de
exploracdo do objeto novo B foi 70.2 [67.2/78.2] no grupo tratado com salina e 68.0
[65.0/75.0] no grupo tratado com memantina, p=0,536). A comparagcao estatistica
dos indices de reconhecimento na LTM foi significativamente diferente (p=0,003)
entre 0s grupos. Adicionalmente, os ratos velhos tratados com salina né&o
apresentaram preferéncia para o objeto novo no teste de retencdo de longa duracéo
(LTM), assim como o teste de Wilcoxon néo indicou diferenca significativa entre o
tempo gasto explorando o objeto familiar o e novo objeto (mediana [intervalos
interquartis] do tempo em segundos explorando o objeto A foi 5.16 [3.56/7.01] e o
objeto C foi 7.88 [4.25/9.39] durante o teste de LTM, p=0,114). Entretanto, os ratos
tratados com memantina apresentaram uma significativa preferéncia na exploracéao

do objeto novo durante o teste de retencdo de longa duracdo (LTM) (mediana
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[intervalos interquartis] do tempo em segundos explorando o objeto A foi 6.03
[5.78/8.39] e do objeto novo C foi 16.79 [14.22/18.93] durante o teste de LTM,
p=0,018). Estes resultados indicam que o tratamento com memantina reverte o

prejuizo na memoria de reconhecimento relacionada ao envelhecimento.

3.2 Comportamento no campo aberto dos ratos velhos tratados com memantina.

Os resultados do comportamento no campo aberto nos ratos velhos tratados
com memantina sdo apresentados na Fig.2. A memantina nédo afetou o nimero de
cruzamentos (p=0,252), respostas de orientacao (p=0,579), laténcia para iniciar a
locomocédo (p=0,444) ou a quantidade de fezes produzidas (p=0,605). Estes
resultados indicam que a melhora induzida pela memantina no desempenho do teste
de memdria de reconhecimento ndo pode ser atribuido a alteracbes na funcéo
sensorio-motora bem como na locomogéo, comportamento exploratorio, motivacao

ou ansiedade.

3.3 Analise de estresse oxidativo em ratos velhos tratados com memantina.

A figura 3 mostra o efeito da memantina nos niveis da carbonilacdo de
proteinas, o qual foi utilizado como um indice para o dano de proteinas. A
memantina reduziu significativamente a carbonilagcdo de proteinas encontradas no
hipocampo (p=0,024) e cortex (p=0,008) de ratos velhos (fig. 3A e B) sem afetar os

niveis de carbonilacéo de proteinas no estriado (p=0,461; fig. 3C).

4 Discussao

O presente estudo buscou investigar a possibilidade da terapia com
memantina minimizar os déficits de memoaria relacionados ao envelhecimento. Em
estudos prévios nés demonstramos que o envelhecimento induz a um prejuizo de
memoria de longa duracéo no reconhecimento do objeto em ratos (de Lima et al.,
2005a). Os dados aqui apresentados demonstram pela primeira vez que a
memantina foi capaz de reverter os déficits de memdéria de reconhecimento
induzidos pelo envelhecimento em ratos. Adicionalmente, o tratamento com
memantina diminuiu o dano oxidativo de proteinas em regides cerebrais especificas

envolvidas na formacdo da memadria como o cortex e o hipocampo. Deste modo, o
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presente resultado forneceu suporte a hipétese que os déficits cognitivos associados
ao envelhecimento podem estar relacionados com o dano oxidativo desencadeado
pela superestimulacao dos receptores NMDA.

Ensaios controlados demonstraram a seguranca e eficacia do tratamento com
memantina em pacientes com doenga de Alzheimer severa (Winblad and Poritis,
1999; Reisberg et al., 2003; Peskind et al., 2006; Dutzemberg et al., 2006) e também
em pacientes que receberam tratamento com inibidor da colinesterase (Hartmann
and Mobius, 2003; Tariot et al., 2004; Cummings et al., 2006; Dantoine et al., 2006).

Em animais foi demonstrado que a memantina melhora o aprendizado
espacial em camundongos transgénicos com modelo de doencga de Alzheimer e em
ratos que receberam injecdes do peptideo B-amildide no hipocampo sem afetar
parametros de locomocgdo e atividade exploratéria (Minkeviciene et al., 2004;
Nakamura et al., 2006, respectivamente). Além disso, a memantina reverteu déficits
de memodria induzidos por uma lesdo cortical em ratos (Zajaczkowski et al., 1996),
protegeu contra a neuroinflamacdo induzida por lipopolisacarideos (LPS),
minimizando o prejuizo de memaria espacial produzido também por LPS (Rosi et al.,
2006). Esses resultados indicam que sob condi¢des patoldgicas, a memantina pode
produzir efeitos benéficos nas funcdes cognitivas. Um estudo realizado por Zoladz e
colaboradores (2006) demonstrou que a memantina utilizada pré-treino aumentou a
retencdo de longa duracdo da memoria espacial em ratos adultos. Resultados
conflitantes foram apresentados por Creeley et al., (2006) onde ratos tratados com
memantina demonstraram diminuicdo da memoria de longa duracdo no teste “hole
board”.

Interessantemente, quando a memantina foi administrada a sujeitos humanos
saudaveis, a memoria de reconhecimento para objetos diminuiu enquanto o
desempenho no reconhecimento de faces nao foi afetado (Rammsayer, 2001). Estes
resultados dao suporte a idéia de que os antagonistas dos receptores NMDA
exercem diferentes efeitos nas fungdes da memoaria.

De fato, nés ja demonstramos que o MK-801 diminuiu a retencdo da memoéria
de curta e longa duracdo no reconhecimento do objeto quando utilizado antes ou
depois do treino em ratos Wistar adultos saudaveis (de Lima et al., 2005d). De
acordo com esta visdo, Marvanova et al. (2004) mostrou que o MK-801 e a
memantina induzem diferentes expressdes de genes no cérebro de ratos. Embora o

mecanismo exato envolvido nos diferentes efeitos induzidos pela memantina nao
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estd bem esclarecido, parece que a memantina é combinada e liberada com canais
ibnicos de maneira dependente do potencial elétrico, da mesma forma que o ion
magneésio (Chen and Lipton, 2006).

No presente estudo os ratos tratados com memantina foram submetidos ao
teste de reconhecimento do objeto novo. Este teste tem sido crescentemente usado
atualmente como um modelo para a investigacdo de mecanismos neurobioldgicos de
aprendizagem e memoria. Visto que muitos estudos investigando o aprendizado e a
memoria em roedores utilizam testes espaciais e/ou emocionais, 0 teste de
reconhecimento do objeto estabelece uma ferramenta para avaliar alteracdes de
memoéria ndo espacial e ndo aversiva, sensivel a manipula¢gbes farmacologicas e
genéticas e também no processo de envelhecimento (Rampon et al., 2000; Schréder
et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006; Bertaina-Anglade et
al., 2006). Deste modo, estudos prévios analisando os efeitos da memantina no
prejuizo da memoria sdo principalmente focados em testes de memoria espacial
como o Labirinto aquatico de Morris e o teste “hole board”.

Andlises do comportamento no campo aberto apds o tratamento com
memantina demonstraram que a dose utilizada (20mg/Kg) neste estudo nao afetou a
atividade geral, portanto n&o afetou a habilidade dos ratos em explorarem os
objetos.

Os mecanismos moleculares fundamentais na reversdo dos déficits de
memoria de reconhecimento pela memantina sdo desconhecidos. Entretanto, os
resultados do estudo sugerem que 0s mecanismos possuem forte relagdo com a
inibicdo do dano oxidativo desencadeado pela atividade excessiva dos receptores
NMDA. No presente estudo nés provamos que a memantina tem a capacidade de
reduzir a carbonilacdo de proteinas no cortex cerebral e no hipocampo sem afetar os
niveis no estriado.

O desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes resultando no estresse
oxidativo associado com o envelhecimento tem sido amplamente demonstrado
(Castellani et al., 2006; Mancuso et al., 2007). Ao longo dos anos, inumeros estudos
descrevem consistentemente o dano oxidativo em regifes cerebrais, especialmente
no hipocampo de ratos velhos (Cini and Moretti, 1995; Nicolle et al., 2001; Abd El
Mohsen et al., 2005). E proposto que o acimulo de proteinas oxidadas contribuem
no processo de envelhecimento (Nabeshi et al.,, 2006; Friguet, 2006). Crescentes

evidéncias sugerem que o estresse oxidativo esteja envolvido no declinio cognitivo

45



relacionado ao envelhecimento e antioxidantes tém sido usados para verificar o
papel do dano oxidativo sobre a memodria na senescéncia (Martin and Grotewiel,
2006). Em concordancia, um recente estudo indicou que os niveis de proteinas
carboniladas aumentam em ratos Wistar velhos e o tratamento antioxidante atenua
os déficits cognitivos em ratos OXYS com senescéncia acelerada (Kolosova et al.,
2006). A suplementacdo com N-acetilcisteina também tem comprovado o retardo do
prejuizo de memoaria associado ao envelhecimento em macacos (Martinez et al.,
2000). Macacos receberam administracdo sistémica crénica de dois cataliticos
sintéticos scavengers de espécies reativas de oxigénio de 8 a 11 meses e
apresentaram quase completa reversdo dos déficits cognitivos associados ao
envelhecimento e diminuiram o estresse oxidativo cerebral (Liu et al., 2003). Um
outro estudo recente indicou que o pré-tratamento com memantina combinado com
atropina minimiza significativamente as alteracdes nos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ROS) induzidas por carbofuran, assim como alteracées na morfologia
dos neurbnios do hipocampo. A memantina e a atropina como pré-tratamento
também protegem os ratos da atividade hipercolinérgica induzida por carbofuran,
incluindo convulsdes (Gupta et al., 2006).

O presente estudo sustenta a idéia que os déficits cognitivos associados ao
envelhecimento podem estar relacionados ao estresse oxidativo ocasionado pela
superativacao dos receptores NMDA e estabelece a evidéncia que 0s antagonistas
destes receptores previnem as disfuncbes de memodria relacionadas ao

envelhecimento em ratos.
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Abreviaturas

AD, doenca de Alzheimer; ALS, esclerose amiotréfica lateral; AMPA, a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato; APS, (+/-)-2-amino-5-acido fosfonopentandico;
CNS, sistema nervoso central; DNPH, dinitrophenylhydrazine; FDA, U.S
Administracdo de Alimentacao e Drogas; FEPPS-RS, Fundacdo Estadual de Saude,
Ciéncia e Pesquisa; HD, doenca de Huntington; HIV, virus da imunodeficiéncia
humana; i.p, intraperitoneal; LTM, memdria de longa duracdo; MK-801, (+)-5-metil-
10,11-dihidro-5h-dibenzocicloheptano-5,10-imina; NMDA, N-metil-D-aspartate; PD,
doenca de Parkinson; SBNeC, Sociedade Brasileira de Neurociéncias e

Comportamento; STM, memoria de curta duragéo.
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Figura 1. Efeitos da memantina sobre os déficits de memodria de reconhecimento
induzidos pelo envelhecimento 1 semana apoés a ultima inje¢do. O teste de retencdo de
memoéria de curta duracdo foi realizado 1.5 h apds o treino e o teste de retencédo de
longa duracao 24 h apds o treino. Os testes comportamentais ocorreram quando 0s
animais tinham 24 meses de idade. A propor¢ao entre o tempo total de exploracdo e o
tempo gasto pelo animal explorando o objeto novo foi o “indice de Reconhecimento”
expresso pela razdo TB/(TA+TB), TA= tempo gasto de exploracdo do objeto familiar
eTB= tempo gasto de exploracdo do objeto novo. Os dados s&o expressos pelas

medianas [intervalos interquartis], N= 10-7 por grupo. Diferencas entre 0s grupos
tratados com salina e memantina séo indicadas: * p<0.05.
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Figura 2. Comportamento no campo aberto em ratos tratados com injecoes
sistémicas de salina (NaCl 0.9%) ou memantina (20 mg/Kg) por 21 dias. Os animais
tiveram que explorar o campo aberto por 5 minutos 1 semana apoés a ultima injecao.
Os dados foram expressados pelas médias + S.E. (A) Numero de cruzamentos; (B)
namero de respostas de orientacdo; (C) laténcia para iniciar a locomocéo (s) e (D)
guantidade de fezes produzidas. N= 10-7 animais por grupo. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 3. Conteudo de de proteinas carboniladas em regifes cerebrais de ratos
velhos tratados com memantina. O contetdo de proteinas carboniladas foi avaliado
no (A) hipocampo, (B) Cortex e (C) estriado de 6 ratos de cada grupo como descrito
no item Materiais e Métodos. Valores sao expressos pelas médias + S.D. Diferencas
entre os grupos tratados com salina e memantina sao indicadas: **p<0.01.

>
8

(%]
(=]

i
(=]
I

nmol/mg protein
] (€3]
(=] =]

oy
L=
I

B

Saline Memantine 20mg/Kg

=]

S

ok

nmol/ mg protein
o

Saline Memantine 20mg/Kg

c 25

20 -

=

£

8 15 -

(=8

(=]

E 4p

[=]

£

= 5_
0 :

Saline Memantine 20mg/kg

57



4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo buscou investigar a possibilidade da terapia com
memantina minimizar os déficits de memoaria relacionados ao envelhecimento. Em
estudos prévios nés demonstramos que o envelhecimento induz a um prejuizo de
memoéria de longa duracdo no reconhecimento do objeto em ratos (de Lima et al.,
2005a). Os dados aqui apresentados demonstram pela primeira vez que a
memantina foi capaz de reverter os déficits de memoria de reconhecimento
induzidos pelo envelhecimento em ratos. Adicionalmente, o tratamento com
memantina diminuiu o dano oxidativo de proteinas em regides cerebrais especificas
envolvidas na formacdo da memadria como o cortex e o hipocampo. Deste modo, 0
presente resultado forneceu suporte a hipétese que os déficits cognitivos associados
ao envelhecimento podem estar relacionados com o dano oxidativo desencadeado
pela superestimulacao dos receptores NMDA.

Ensaios controlados demonstraram a seguranca e eficacia do tratamento com
memantina em pacientes com doenca de Alzheimer severa (Winblad and Poritis,
1999; Reisberg et al., 2003; Peskind et al., 2006; Dutzemberg et al., 2006) e também
em pacientes que receberam um tratamento com inibidor da colinesterase
(Hartmann and Mobius, 2003; Tariot et al., 2004; Cummings et al., 2006; Dantoine et
al., 2006).

Em animais foi demonstrado que a memantina aumenta o aprendizado
espacial em camundongos transgénicos com modelo de doencga de Alzheimer e em
ratos que receberam injecbes do peptideo B-amildide no hipocampo sem afetar
parametros de locomocgdo e atividade exploratéria (Minkeviciene et al., 2004;
Nakamura et al., 2006, respectivamente). Além disso, a memantina reverteu déficits
de memodria induzidos por uma lesdo cortical em ratos (Zajaczkowski et al., 1996),
protegeu contra a neuroinflamacdo induzida por lipopolisacarideos (LPS),
minimizando o prejuizo de memaria espacial produzido também por LPS (Rosi et al.,
2006). Esses resultados indicam que sob condi¢des patolégicas com a memantina
podendo produzir efeitos benéficos nas func¢des cognitivas. Um estudo realizado por
Zoladz e colaboradores (2006) demonstrou que a memantina utilizada pré-treino
aumentou a retencdo de longa duracdo da memodria espacial em ratos adultos.

Resultados conflitantes foram apresentados por Creeley et al., (2006) onde ratos

58



tratados com memantina demonstraram diminuicdo da memoaria de longa durag¢éo no
teste “hole board”.

Interessantemente, quando a memantina foi administrada a sujeitos humanos
saudaveis, a memoria de reconhecimento para objetos diminuiu enquanto o
desempenho no reconhecimento de faces nao foi afetado (Rammsayer, 2001). Estes
resultados dao suporte a idéia de que os antagonistas dos receptores NMDA
exercem diferentes efeitos nas fun¢gées da memoria.

De fato, nds ja demonstramos que o MK-801 diminuiu a retencdo da memoéria
de curta e longa duracéo no reconhecimento do objeto quando utilizado antes ou
depois do treino em ratos Wistar adultos saudaveis (de Lima et al., 2005d). De
acordo com esta visdo, Marvanova et al. (2004) mostrou que o MK-801 e a
memantina induzem diferentes expressdes de genes no cérebro de ratos. Embora o
mecanismo exato envolvido nos diferentes efeitos induzidos pela memantina néao
estd bem esclarecido, parece que a memantina é combinada e liberada com canais
ibnicos de maneira dependente do potencial elétrico da mesma forma que ion
magneésio (Chen and Lipton, 2006).

No presente estudo os ratos tratados com memantina foram submetidos ao
teste de reconhecimento do objeto novo. Este teste tem sido crescentemente usado
atualmente como um modelo para a investigacdo de mecanismos neurobioldgicos de
aprendizagem e memoria. Visto que muitos estudos investigando o aprendizado e a
memoria em roedores utilizam testes espaciais e/ou emocionais, 0 teste de
reconhecimento do objeto estabelece uma ferramenta para avaliar alteracdes de
mem©éria ndo espacial e ndo aversiva, sensivel a manipula¢gbes farmacologicas e
genéticas e também no processo de envelhecimento (Rampon et al., 2000; Schréder
et al., 2003; de Lima et al., 2005a; 2005b; 2005c; 2005d; 2006; Bertaina-Anglade et
al., 2006). Deste modo, estudos prévios analisando os efeitos da memantina no
prejuizo da memoria sdo principalmente focados em testes de memdria espacial
como o Labirinto aquatico de Morris e o teste “hole board”..

Analises comportamento no campo aberto apds o tratamento com memantina
demonstraram que a dose utilizada (20mg/Kg) neste estudo ndo afetou a atividade
geral, portanto ndo afetou a habilidade dos ratos em explorarem os objetos.

Os mecanismos moleculares fundamentais na reversdo dos déficits de
memoria de reconhecimento pela memantina sdo desconhecidos. Entretanto, os

resultados do estudo sugerem que 0s mecanismos possuem forte relagdo com a
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inibicdo do dano oxidativo desencadeado pela atividade excessiva dos receptores
NMDA. No presente estudo nés provamos que a memantina tem a capacidade de
reduzir a carbonilacdo de proteinas no cortex cerebral e no hipocampo sem afetar os
niveis no estriado.

O desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes resultando no estresse
oxidativo associado com o envelhecimento tem sido amplamente demonstrado
(Castellani et al., 2006; Mancuso et al., 2007). Ao longo dos anos, inumeros estudos
descrevem consistentemente sobre o dano oxidativo em regibes cerebrais,
especialmente no hipocampo de ratos velhos (Cini and Moretti, 1995; Nicolle et al.,
2001; Abd El Mohsen et al., 2005). E proposto que o acimulo de proteinas oxidadas
contribuem no processo de envelhecimento (Nabeshi et al., 2006; Friguet, 2006).
Crescentes evidéncias sugerem que o estresse oxidativo esteja envolvido declinio
cognitivo relacionado ao envelhecimento e antioxidantes tém sido usados para
verificar o papel do dano oxidativo sobre a memadria na senescéncia (Martin and
Grotewiel, 2006). Em concordancia, um recente estudo indicou que os niveis de
proteinas carboniladas aumentam em ratos Wistar velhos e o tratamento
antioxidante atenua os déficits cognitivos em ratos OXYS com senescéncia
acelerada (Kolosova et al., 2006). A suplementacdo com N-acetilcisteina também
tem comprovado o retardo do prejuizo de memaria associado ao envelhecimento em
macacos (Martinez et al., 2000). Macacos receberam administracdo sistémica
cronica de dois cataliticos sintéticos scavengers de espécies reativas de oxigénio de
8 a 11 meses e apresentaram quase completa reversdo dos déficits cognitivos
associados ao envelhecimento e diminuiram o estresse oxidativo cerebral (Liu et al.,
2003). Um outro estudo recente indicou que o pré-tratamento com memantina
combinado com atropina minimiza significativamente alteracdes nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas por carbofuran, assim como
alteracdes na morfologia dos neurdnios do hipocampo. A memantina e a atropina
como pré-tratamento também protegem os ratos da atividade hipercolinérgica
induzida por carbofuran, incluindo convulsées (Gupta et al., 2006).

O presente estudo sustenta a idéia que os déficits cognitivos associados ao
envelhecimento podem estar relacionados ao estresse oxidativo ocasionado pela
superativacao dos receptores NMDA e estabelece a evidéncia que 0s antagonistas
destes receptores previnem as disfuncbes de memoéria relacionadas ao

envelhecimento em ratos.
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