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Prefacio

Este volume que apresento como dissertacdo de doutoramento, ndo
¢ aquilo que desejava que fosse. E ndo o € por varias razdes. Pela modéstia
dos trabalhos que o compdem, pelo tempo que demorou a ser apresenta-
do e, sobretudo, por ser fraco espelho da exceléncia daqueles com quem
tive a sorte de aprender nos Gltimos dez anos.

Como em tudo na vida, também aqui houve um inicio. No meu caso,
primeiro passo do percurso que hoje sigo, foi o convite feito pelo Professor
Doutor Hipdlito Reis para ser parte do grupo docente da disciplina de Bio-
quimica. Se a atraccao pela vida académica era algo de “endégeno” e por-
tanto facil de “ser activado”, ja a possibilidade de estar na drea das ciéncias
basicas me levou a encarar de outro modo a minha vida clinica. Em
consequéncia desta primeira opgao decidi, em boa hora, enveredar pela
actividade clinica numa especialidade laboratorial. Ndo posso deixar de agra-
decer publicamente, aqui e agora, ao Professor Doutor Hipélito Reis, para
além dos seus conselhos e censuras, a possibilidade deste percurso. Tenho
plena consciéncia da heterodoxia do mesmo, mas as vicissitudes nao me
impedem de considerar que em cada momento ajuizei correctamente pe-
rante as circunstancias, o que me leva a partilhar o pensamento de Radl
Brandao quando escreveu nas suas Memaorias que «Se tivesse de recomegar
a vida, recomecava-a com os mesmos erros e paixées. Ndo me arrependo,
nunca me arrependi». Tenho na actividade pedagogica que exerco na Facul-
dade de Medicina do Porto uma das fungdes mais gratificantes, exigentes e
estimulantes da minha vida profissional.

Mas, o eu que fez este percurso, ndo é o mesmo eu que, hoje, lanca
um olhar por estes Gltimos anos. E, assim como tenho como certas as
opgoes que, a seu tempo, tomei, também tenho como certo, que esse

percurso poderia e deveria ter sido melhor. Sobretudo a nivel cientifico o
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modelo que vivi, e que muitos outros viveram, nao é o mais ajustado ou
desejavel. A conciliacao de actividade clinica, pedagégica e cientifica é difi-
cil, sujeita a multiplas oscilagoes de vontades (triplas!) e com fortes proba-
bilidades frustrante. Nao serd assim de espantar que, com frequéncia, se
afirme que a actividade cientifica feita por médicos é escassa. Mas também,
quem € que a estima? A chamada poés-graduacio, ndo é feita a pensar neles,
nem os recursos tém sido aplicados em favor dos seus destinatarios natu-
rais. Hd quem evoque as chamadas “leis do mercado”! Mas essas ndo po-
dem ser aqui aplicadas. Pode, isso sim, é ser lembrado o velho postulado de
que “a oferta gera a sua propria procura”. Tenho como certa, que uma vez
criadas as condicbes que permitam atrair os alunos e jovens licenciados
para as actividades cientificas, nao faltarao vocacoes e interessados. Por-
que, paradoxalmente, muitos sabem afirmar que o futuro exigird médicos
que conciliem as trés vertentes —a da educacao, a da satide e a da ciéncia. A
minha opc¢ido académica procura essa sintese.

No meu percurso cientifico, tive a sorte de ter como Mestre o Profes-
sor Doutor Patricio Soares da Silva. Pessoa exigente, dotada de grande
capacidade de trabalho, com grande dominio dos assuntos e uma notavel
capacidade de critica cientifica. Ndo podia ter encontrado melhor orientador
dos meus trabalhos. Além destas qualidades, que outros poderdo também
conhecer, tenho ainda de realgar a sua paciéncia para com o andamento da
“minha ciéncia”. Sendo o Professor Patricio Soares da Silva um dos mais
produtivos investigadores do nosso pais (e seguramente dos maiores do
mundo por metro quadrado de espaco disponivel...), nem porisso, deixa de
ter tempo para discutir qualquer resultado, esgrimir interpretacoes ou ou-
vir um desabafo ou espirito mais desalentado. Se ja tomava parte na trans-
missao e na aplicacdo do saber, foi com o Professor Patricio Soares da Silva
que apreciei o que €& tomar parte, mesmo que incipientemente, na criacao
desse saber. Facilmente se compreende que, uma quota parte do que sou,
devo ao Professor Patricio Soares da Silva. Mas aquilo que mais Ihe quero

agradecer € a amizade que me dedicou nestes anos.
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Neste meu caminho sou devedor de muitas outras pessoas. Ao Pro-
fessor Doutor Walter Osswald, quero agradecer a forma como desde
sempre me distinguiu, fosse nas palavras, fosse na amizade atenta que me
manifestava. Ao Professor Doutor Daniel Moura, devo a paciéncia com que
me escutava, o entusiasmo que sempre pde em tudo, a cultura que sempre
manifesta, e a amizade que faz transparecer. A Professora Doutora Isabel
Azevedo, devo um agradecimento peculiar! Para além da disponibilidade
para nos ouvir, devo-lhe um agradecimento sobretudo “prospectivo” e me-
nos “retrospectivo”. A clareza com que vé os assuntos, o pragmatismo do
seu raciocinio, a facilidade com que agrega as pessoas, associados aos valo-
res que tdo bem preza, fazem prever um futuro para o Servico de Bioquimi-
ca em (ue vou, caso possa, ter gosto de tomar parte. Quero ainda recordar,
o grande efeito que em mim sempre tiveram as visitas, sobretudo no uni-
verso familiar, dos Professores Doutores Ullrich Trendelenburg e Klaus
Starke, como geradores do gosto pela vida académica.

Viver no Instituto de Farmacologia e Terapéutica durante este perio-
do, uma espécie de “ir para fora cd dentro”, permitiu-me o contacto didrio
com pessoas de excep¢do. Nao posso deixar de referir a consideracdo pelos
Srs. Professores Doutores Eduardo Rodrigues Pereira, Jorge Polénia, Antonio
Albino Teixeira, Fernando Brandao e Rosa Begonha, bem como o compa-
nheirismo e provas de amizade do Anténio Sarmento, do José Pedro Nunes,
do Manuel Vaz da Silva, do Nuno Borges e da Sofia Magina. A Doutora Maria
Quitéria Paiva tenho que agradecer o rigor e exigéncia, mas sobretudo a
amizade sélida.

No grupo de investigacdo do Professor Patricio Soares da Silva en-
contrei um grupo pequeno, mas coeso. Nao posso deixar de agradecer os
ensinamentos da Professora Doutora Maria Helena Fernandes, a camarada-
gem, boa disposicdo e disponibilidade da Maria Augusta Vieira Coelho, a

amizade da Paula Serrdo, da Perpétua Pinto do O e do Pedro Gomes.
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Durante trés meses pude viver uma actividade didria e exclusivamen-
te de investigacao na Unidade 388 do INSERM, em Toulouse. Ai sob a orien-
tacao do Doutor Angelo Parini e com a ajuda da Cécile Vindis, da Nanou
Pizzinat, da Anne Remaury e da Claudie Cambon aprendi algumas técnicas
de foro molecular aplicadas ao estudo das MAOs. Para além dos
ensinamentos que muito agradeco, nao posso deixar de testemunhar o bom

ambiente e a facilidade com que fui recebido por todos.

Mas tenho muitas outras dividas de gratidao.... Ao aceitar o desafio
dos Drs. Manuel Strecht Monteiro e Fernando Moreira, a quem desde ja
agradeco toda a confianca e amizade que por mim sempre demonstraram, -
lancei-me numa das boas aventuras que uma vida profissional na medicina
pode proporcionar- a abertura de raiz de uma instituicao hospitalar com
um modelo de gestao inovador. Aquilo que comegou como uma aposta ar-
riscada, veio a revelar-se como uma oportunidade “once in a lifetime”!
Compreensivelmente, a preparacdo ndo s6 do Servico de Patologia Clinica
do Hospital de Sao Sebastido, como também todas as outras funcoes de-
sempenhadas nesse hospital, acabaram por ser o principal factor para o atra-
so na elaboracao desta tese. Permitiram-me, contudo, uma vivéncia tnica e
muito enriquecedora. Mas o “excesso” de vida activa também pode ser pre-
judicial! Sentia que estava a diminuir o jd pouco espaco que me sobrava
para a reflexao, algo tao essencial a vida académica. Dai que, o retorno ao
Hospital de Sdo Jodo, institui¢gdo que pelas suas caracteristicas
(desejavelmente!) especificas permite conciliar uma vida activa e uma vida
mais de reflexao, tenha sido a opcéo certa no momento certo. Dos tempos
de Santa Maria da Feira, tenho gratas recordacoes e muita aprendizagem a
agradecer. Ao Dr. Hugo Meireles tenho que agradecer a grande amizade,
estima e confianca que me dispensou, mas, acima disso, o modo esclareci-
do e superior como tem conduzido os destinos do Hospital. A Dra. Belina
Nunes tenho que agradecer, para além da grande amizade que perdura, a

possibilidade de viver diariamente em contacto com a exceléncia da sua
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inteligéncia e do seu espirito critico. Ao Dr. Paulo Figueiredo a confianca
que manifestou e o estimulo que me soube transmitir na altura da minha
saida. A todos os elementos do Servico de Patologia Clinica do Hospital de
Sao Sebastido, pelo apoio com que sempre pude contar mesmo nos mo-
mentos mais dificeis da vida do servico, agradeco. Nio posso deixar de o
personalizar nas Dras. Alice Cortez e Luisa Espinhaco pela amizade que nos
une, para la da vida profissional.

No Servico de Imunologia do Hospital de Sao Jodo encontrei a com-
preensao para a menor disponibilidade que a elaboracio da tese sempre
acarreta, no que tenho de agradecer ao Dr. Jorge Candeias, enquanto seu
Director, mas também como amigo, e ao colega que muito prezo Dr. Filipe
Santos. Neste servico tenho ainda de referir a boa recepcio de que fui alvo,
pelos Srs. Professores Doutores Luis Delgado e Cristina Guimaraes, Drs.
Abilia Bodas e Jodo Pedro Ramos e as Sras. D. Ana Maria Pereira, Manuela
Torrinha, Alexandra Régo, Concei¢do Magalhaes, Laurentina Carreira e Paula
Zuzarte. No Departamento de Patologia Clinica agradeco a amizade e in-
centivo que sempre encontrei nos Drs. Miguel Pereira, Margarida Garrido,

Joana Sobrinho Simées, Maria Joao Mateus e Rui Farinha.

Agradeco ao Professor Doutor Fleming Torrinha, as palavras de in-
centivo que sempre me dirigiu e a amizade com que me distingue. Ao Pro-
fessor Doutor Rodrigues Gomes, a paciéncia e amizade com que sempre
me escutou e os bons conselhos que me deu. Ao Dr. Luis Manuel Cunha
Ribeiro, as manifestacoes de confianga e amizade que me dispensa, bem
como o incentivo constante a elaboracio desta dissertacio. A Professora
Doutora Isabel Ramos, a inteligéncia da sua boa disposicdo e a confianca
que transmite em relacdo ao futuro. Ao Professor Doutor Jorge Tavares, a
amizade que nos une a que nao ¢ alheia a partilha de valores. Ao Professor
Doutor Luis Martins, aamizade e a preocupacao genuina com o bom anda-

mento desta tese.
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Aos meus colegas do Servigo de Bioquimica da Faculdade de Medici-
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da, e os Drs. Maria Jodo Martins, Rita Negrao, Raquel Lino, Conceicdo Ca-
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didrio e sobretudo a perspectiva de futuro que representam.

N3o posso deixar de lembrar com alguma saudade os Drs. Manuel
Viana, Conceicao Pires, Paulo Dias e José Manuel Aparicio, que constituiam
o grupo de colegas que me acolheram no Servico de Bioquimica.

Agradeco também ao Professor Jorge Goncalves, da Faculdade de Far-
macia da Universidade do Porto, as palavras amigas e o incentivo que sem-
pre me transmitiu.

As Sras. D. Fatima Maio, Aida Camarinha e Fernanda Adrido, agradeco
a total disponibilidade para ajudarem em tudo o que lhes era possivel.

A Sra. D. Manuela Moura, agradeco os ensinamentos e o auxilio nas
técnicas de extrac¢do, bem como a prontiddao com que se disponha a auxili-
ar os meus trabalhos. A Sra. D. Gilda Romariz, agradeco o interesse que
sempre colocou nos meus trabalhos. Ao Sr. Joaquim Couto, agradeco a co-
laboragdo que me dispensou, sempre que lha solicitei.
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Ao Professor Doutor José Eduardo Guimaraes quero, de um modo
particular, testemunhar a minha amizade e consideracao.

Ao amigo Pedro Von Hafe, companheiro de muitas conversas, mani-
festo a minha consideracgao e estima.

Ao Manuel Pestana, quero agradecer as muitas provas da grande ami-
zade, que ele sabe ser reciproca, e que os anos tém vindo a consolidar.

Ao meu grande amigo Henrique de Barros, quero manifestar a minha
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Glossario

a.a. - acido aminado

AAAD - descarboxilase dos acidos aminados aromaticos

AD — adrenalina

Ala —alanina

Asn — asparagina

cDNA - acido desoxirribonucleico complementar

COMT - catecol-o-metil-transférase

Cys — cisteina

Da - dalton, unidade de massa molecular

DA - dopamina

DNA - dcido desoxirribonucleico

DOMA - dcido di-hidroximandélico

L-DOPA - di-hidroxifenilalanina (enantiomero L)

DOPAC - 4cido di-hidroxifenilacético

DOPEG - di-hidroxifeniletilglicol

E.C. - “Enzyme Comission “- Comissdo de nomenclatura enzimica da IUBMB

FAD - Dinucleotideo da flavina e da adenina

Gly - glicina

5-HT - 5-hidroxitriptamina ou serotonina

lle —isoleucina

1.U.B.M.B. - International Union of Biochemistry and Molecular Biology

Kb - quilobase

KO -*“knock out”

MAO - oxidase das monoaminas ou monoaminoxidase

Met — metionina

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

MPP+ — 1-metil-4-fenilpiridinio

mRNA — dcido ribonucleico mensageiro

mtDNA - dcido desoxirribonucleico mitocondrico

NA - noradrenalina

PEA — beta-feniletilamina

Phe — fenilalanina

PST — fenolsulfotransférase

SSAO - oxidase de aminas sensivel a semi-carbazida
(“semicarbazide-sensitive amine oxidase”)

sDA - sulfato de dopamina

Thr - treonina

Tyr —tirosina

VAP-1 - peptideo de adesio vascular (“vascular adhesion peptide”)
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Capitulo { - Introducao e objectivos

CONSIDERACOES GERAIS

Adescricdo por Mary Hare, em 1928, de um novo mecanismo enzimico
de oxidacdo da tiramina pode ser considerado o ponto de partida da inves-
tigacao nesta area (Hare, 1928). Os trabalhos subsequentes que indicaram
que as catecolaminas (Blaschko et al., 1937) e a histamina (Zeller, 1938) eram,
também, substratos dessa mesma enzima, vieram consolidar a importancia
da actividade entdo descrita por Mary Hare. Nos mais de 70 anos que se
seguiram, o interesse pela caracterizacao dessa actividade enzimica foi-se
alargando e aprofundando, acompanhando a natural evolucao das
metodologias e dos conhecimentos de que a ciéncia foi dispondo.

A Oxidase das Monoaminas (Monoaminaoxidase - MAO - ver glossa-
rio para as abreviaturas) [classificada pela Comissdo de Enzimas da
“International Union for Biochemistry and Molecular Biology” (IUBMB)
como - amine: oxygen oxidoreductase (deaminating) (flavin-containing), E.C.
1.4.3.4] (.LU.B.M.B., 2001) é uma flavoproteina, presente nos seres eucariontes,
que existe em duas formas, A e B, ubiquamente distribuidas pelo organismo,
e responsaveis pela desaminagdo oxidativa de numerosas aminas, neuro- e
vasoactivas, bem como de numerosos produtos xenobiéticos, incluindo
protoxinas. Genericamente, estas duas formas da enzima distinguem-se
pelos seus substratos, especificidade de inibicao, distribuicao tecidular e
ainda por propriedades e caracteristicas moleculares e imunologicas. A sua
actividade oxidativa faz-se sentir essencialmente sobre as aminas aromati-
cas primdrias, muito embora as aminas alifaticas primarias e as aminas se-
cundarias ou tercidrias também possam ser seus substratos (Youdim et al.,
1988; Hsu et al., 1989; Weyler et al., 1990; Singer et al., 1995; Boulton et al.,
1998; Shih et al., 1999; Abell et al., 2000).
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CARACTERIZACAO MOLECULAR — DO GENE A PROTEINA

A distincdo de duas formas de MAO foi inicialmente proposta com
base nos resultados obtidos mediante o uso dos inibidores clorgilina
(Johnston, 1968) e selegilina (deprenil) (Knoll et al., 1972). Desde logo se
colocou a questao de se saber se se estava perante duas proteinas diferentes
ou se, como alguns autores pretendiam, a distin¢ao nas formas A e B era
apenas um conceito resultante das maltiplas caracteristicas de uma mesma
enzima. Entre estes Gltimos, uns explicavam as diferencas encontradas pelos
ambientes de membrana (Houslay et al., 1973) e outros sugeriam que se
estava perante um fenémeno de modificagiao pés-translacional de um pre-
cursor enzimico comum, codificado por um tnico gene (Cawthon et al.,
1981). Contudo, e por outro lado, ja em 1979, os grupos de Breakefield e de
Callingham com estudos electroforéticos feitos em gel de poliacrilamida,
em que usaram um inibidor de ambas as formas de MAO, a pargilina (mar-
cada radioactivamente), mostraram duas bandas proteicas perfeitamente
separadas, correspondentes a forma A e a forma B (Callingham et al., 1979;
Cawthon et al., 1979). Nestes estudos os pesos moleculares determinados
foram, respectivamente, 63 000 Dalton (Da) para a MAO-A e 60 000 Da para a
MAQO-B. Pouco tempo depois, Denney e Abell (Denney et al., 1982) fazendo
uso da técnica do hibridoma desenvolvida por Kohler e Milstein (Kohler et
al., 1975) - que permitiu pela primeira vez a obtencio de grandes quantidades
de anticorpos monoclonais — conseguiram obter um anticorpo mono-clonal
especifico para a MAO-B capaz de discriminar as duas formas em cromato-
grafia. Nesse mesmo sentido, e poucos anos mais tarde, também a diferente
expressao por essas mesmas formas nas experiéncias de inactivacio foto-
dependente, veio reforcar essa hipotese de diferencas conformacionais ou
estruturais dos respectivos locais activos (Chen et al., 1984; 1985). Fstes dados,
reveladores de propriedades electroforéticas e imunolégicas distintas, vie-
ram confirmar as diferencas cinéticas encontradas, dando corpo  existéncia

de um suporte proteico préprio de cada uma das formas de MAO que a se-
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quenciacao, em 1987, veio confirmar em definitivo (Bach et al., 1988). Estes
autores, usaram sondas de oligonucleétidos derivadas de sequéncias peptidi-
cas de MAO A e de MAO B de figado humano, paraisolarem e sequenciarem
clones do acido desoxiribonucleico complementar (cDNA) respectivo, o que,
para além de ter demonstrado a existéncia de genes distintos, permitiu rela-
cionar as caracteristicas descritas para as enzimas e o suporte proteico e ge-
nético responsavel pelas mesmas. Sabe-se entao, que na espécie humana, a
MAO-A, com 527 acidos aminados (a.a.) e a MAO-B com 520 a.a., tém uma
identidade de a.a. de 73%, e possuem pesos moleculares de 59 700 Da a for-
ma A e de 58 800 Da a forma B, em concordincia com os valores anterior-
mente referidos nas separacdes electroforéticas. Os genes que codificam
cada uma das formas de MAQ estao situados, muito proximos um do outro,
no braco curto (p) do cromossoma X (Pintar et al., 1981; Kochersperger et
al., 1986), em areas adjacentes a Xp11.23. A precisao dessa localizagao varia
apenas em fungao da metodologia utilizada (Ozelius etal., 1988; Levy etal,,
1989; Lan et al., 1989b). A analise dos cDNAs e das sequéncias genomicas
demonstrou que ambas as regides codificadoras dos genes da MAO-A e da
MAO-B compreendem 15 exdes e 14 introes, sendo que todos os introes
interrompem as sequéncias codificadoras nos mesmos pontos apresentan-
do, assim, uma organizacio exdo-intrao idéntica (Grimsby et al., 1991). O
estudo das sequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA) que flanqueiam
aextremidade 5' dos genes para a MAO-A e paraa MAO-B permitiu caracteri-
zar os genes promotores, responsaveis pela activacao da transcricao (Shih
etal, 1994; Denney, 1995). Trata-se de dois fragmentos situados a cerca de 40
residuos do codio de iniciacio, ambos ricos em guanina (G) e em citosina
(C), que contém locais potenciais de ligacao para factores de regula¢do da
transcricio (como para o Sp1) e que tém cerca de 60% de identidade das
suas sequéncias. E de referir, ainda, o facto de os genes constitucionais, isto
¢ 0s genes que sdo continuamente expressos, tenderem a ter sequéncias
ricas em G e em C nos seus promotores (“GC boxes”) (Stryer, 1994b). Todas

estas semelhancas descritas, em particular na relacao exao-intrao, sugerem
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que as duas formas A e B da enzima resultam da duplicacao de um gene

ancestral comum (Hsu et al., 1989; Weyler et al., 1990; Stryer, 1994a).

CARACTERIZAGAO TOPOGRAFICA — LOCALIZACAO CELULAR E
DISTRIBUICAO TECIDULAR

As MAOs sdo enzimas integrais da membrana externa da mitocondria
(Schnaitman et al., 1967; Greenawalt et al., 1970) e a MAQ-A foi a primeira
proteina da membrana mitocéndrica externa de seres eucaridticos a ser
clonada (Hsu et al., 1989). O seu processo de insercio na membrana é apa-
rentemente semelhante ao de outras enzimas com idéntica localizacéo,
nao contendo a proteina qualquer sequéncia sinal que a conduza até i sua
posicao final (Zhuang et al., 1988). A fixacio na membrana externa da
mitocondria é determinada por sequéncias préximas da extremidade
carboxilica da proteina (Bach et al., 1988; Grimshy et al., 1991).

Sendo enzimas mitocondricas, as MAOs existem na quase totalidade
dos tecidos em que foram pesquisadas. A distribuicio relativa da MAO-A e
da MAO-B tem sido estudada por numerosos métodos e todos eles demons-
tram que ela varia muito. Essa variacao existe quer inter-espécies, pois é
diferente o predominio de cada uma das formas nos diferentes tecidos, quer
intra-espécie, pois € diferente a sua distribuicao relativa nos diferentes teci-
dos. No sistema nervoso central de primatas (incluindo o humano) e do
Rato, a MAO-A esltd essencialmente contida nas areas onde existem
neuronios adrenérgicos e noradrenérgicos, enquanto a MAO-B ocorre nas
dreas onde existem neurdénios serotoninérgicos (Levitt et al., 1982; Westlund
etal., 1985; Fowler et al., 1987). Nos tecidos periféricos, a MAO-A e a MAO-B
co-exprimem-se em quase todos, havendo algumas excepcoes. A placenta
humana e os fibroblastos apresentam exclusivamente o tipo A, enquanto
que os linfocitos e as plaquetas apresentam apenas a forma B (Thorpe et al.,

1987; Youdim et al., 1988). No que respeita aos outros tecidos periféricos a



Capitulo | - Introdugdo e objectivos

expressao das duas formas faz-se em proporcoes variaveis. Quanto a activi-
dade total ela varia desde um minimo para o musculo esquelético (MAO-A
e MAO-B) até um maximo no ganglio cervical superior (MAO-A) ou no figado
(MAO-B) (Youdim et al., 1988). A distribuicdo do acido ribonucleico mensa-
geiro (mRNA) das MAOs €, de um modo geral, consistente com a sua activi-
dade catalitica e com os estudos morfolagicos (Grimsby et al., 1990; Saura et
al., 1996). Existe ainda actividade das MAOs em numerosas linhas celulares

utilizadas experimentalmente.

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL = A ENZIMA

A localizacdo das MAOs na membrana externa da mitocéndria torna
a sua cristalizagdo extremamente dificil. Simultaneamente, as MAOs nio sdo
semelhantes a qualquer outra proteina cuja estrutura esteja jd estabelecida.
Como consequéncia destes dois factos a sua estrutura tri-dimensional nio
€, ainda, conhecida, sendo apenas possivel dispor de modelos parciais para
a estrutura da MAO-A (Wouters et al., 1998). A sequenciacao dos genes das
MAQOs, a mutagénese directa e a construcao de quimeras, tém permitido
esclarecer a sua estrutura primdria e antecipar “tendéncias” na sua estrutu-
ra secunddria e terciaria.

Assim, hd uma homologia de 88% entre a estrutura primaria da
MAO-B hepatica humana e a do Rato, com uma distribuicdo das regides de
identidade ao longo de toda a proteina (Bach et al., 1988; Ito et al., 1988). De
igual modo o cDNA para a MAO-A hepdtica do Rato gera uma sequéncia de
a.a. com uma homologia de 88% relativamente a mesma forma hepdtica
humana (Kuwahara etal., 1990). Estudos feitos no Boi mostraram que o cDNA
para a MAO-A codifica uma proteina com 527 a.a., a qual possui 87% de
semelhanca com a humana, enquanto que a semelhanca com a MAQ-B da
mesma espécie € de apenas 67% (Powell et al., 1989). Também se encontra

uma total identidade na sequéncia deduzida dos a.a. da MAO-B nas plaquetas
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e no cortex frontal humanos (Chen et al., 1993). H4 vdrias regides bastante
conservadas entre as duas formas de MAO (Bach et al., 1988; Hsu et al., 1988).

Cada uma das MAOs estd covalentemente ligada a uma molécula de
dinucleotideo da flavina e da adenina (FAD), sem a qual sdo inactivas (Weyler,
1989). O local de fixacao do FAD, em posi¢oes equivalentes em ambas as
proteinas, é um pentapeptideo de serina-glicina(Gly)-(Gly)-cisteina(Cys)-
-tirosina(Tyr) (Kearney et al., 1971; Walker et al., 1971; Nagy et al., 1981). Essa
ligacdo covalente faz-se entre um grupo metilo situado na posicao 8a do
FAD e uma Cys situada na posicao 406 na MAO-A e na posicao 397 na MAO-
B, respectivamente (Bach et al., 1988; Gottowik et al., 1993). Importa referir
que os 35 a.a. onde se encontra este pentapeptideo sao idénticos, nas duas
formas de MAO e nas diferentes espécies (Hsu et al., 1988; Powell et al.,
1989; Kuwahara et al., 1990; Chen et al., 1993), sendo codificados pelo exdo
12, que é o mais conservado de todos os exdes entre as MAOs humanas
(Grimsby etal., 1991). A molécula de FAD para se poder fixar covalentemente
tem de se ligar, previamente, a outras regides das MAOs que funcionam
como locais de ancoragao. Estas regides incluem virios residuos na extre-
midade amina da MAO-A e da MAO-B, bem como alguns a.a. dispersos (Kwan
et al., 1995; Zhou et al., 1995; Kirksey et al., 1998; Zhou et al., 1998).

O local activo esta situado num segmento intermédio entre as extre-
midades amina e carboxilica, correspondendo no Homem, para a MAO-B,
as porcoes 62-103 e 146-220 e para a MAO-A, ao segmento 112-395 (Gottowik
et al., 1995). Na MAO-B, a sequéncia 146-220 parece ser a responsavel pela
ligacdo do inibidor lazabemida (Gottowik et al., 1995). No Rato € o segmen-
to 120-220 o responsavel pela determinacao da especificidade de substrato
para ambas as MAOs, enquanto que a regiao 220-400 esta relacionada coma
actividade catalitica relativa em relacio a esses mesmos substratos (Tsugeno
et al., 1995; Tsugeno et al., 1997). Estdo descritos outros segmentos que sao
essenciais para a actividade de cada uma das MAOs estendendo-se, no Ho-
mem, entre os residuos 215-375, para a MAO-A e entre os residuos 206-366,
para a MAO-B (Grimsby et al., 1996; Geha et al., 2000). A extremidade

— 10 —
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carboxilica é importante para a actividade da MAO-B, nao por estar envolvi-
da no local activo, mas por ser essencial para a interaccao com a membrana
(Chen etal.,, 1996; Rebrin et al., 2001). Uma outra regiao descrita diz respeito
aos locais de ligacao imidazolinicos do tipo 1, os quais foram identificados
como correspondendo as formas A e B da MAO (Raddatz et al., 1995; Tesson
et al., 1995). Verifica-se que o local de ligagao imidazolinico na MAO-B esta
localizado entre os aminodcidos lisina 149 e metionina (Met) 222 da MAO-B
humana (Raddatz et al., 1997). Este local de ligacao imidazolinico compreen-
de uma regido envolvida na metabolizacio e selectividade dos substratos
(Gottowik et al., 1995; Tsugeno et al., 1997).

A estrutura secundaria mostra a existéncia de cadeias alfa helicoidais
(ct) e folhas beta pregueadas () em nimero muito semelhantes em ambas
as MAOs. A extremidade amina de ambas as formas apresenta um
pregueamento fB-o-f que corresponde ao local de fixacdo do ADP e esta
envolvido na ligacdo ndo-covalente do FAD as MAOs (Wouters et al., 1995).
Quanto a estrutura terciaria, apenas existe uma proposta parcial baseada
nos conhecimentos provenientes do estudo das estruturas primdria e se-
cundéria e nas analogias com outras enzimas flavoproteicas. E possivel deli-
mitar quatro regioes na MAO-A que correspondem a um primeiro dominio
a/f} (residuos 15-120 e 280-368), um segundo dominio o/ (residuos 120-280),
um terceiro dominio o+f (residuos 394-504) e um dominio correspondente
a extremidade carboxilica (Wouters et al., 1998). Muito embora os estudos
com expressdo dos cDNAs da MAO-A e da MAO-B em linhas celulares mos-
trem que a actividade destas enzimas esta contida num tnico polipeptideo
(Lan et al., 1989a), este existe na forma de complexos oligoméricos de gran-
des dimensdes. Esta estrutura quaternaria das MAOs foi ja demonstrada para
a MAO-B bovina, que existe na forma de um hexamero formado por um

trimero de homodimeros da enzima (Shiloff et al., 1996).
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CARACTERIZAQAO FUNCIONAL = POSICIONAMENTO METABOLICO,
SUBSTRATOS E INIBIDORES

As MAQOs catalisam a desaminacdo oxidativa dos seus substratos,
desaminacao que se acompanha da reducdo simultinea do FAD, co-factor
obrigatério desta reacc¢do. Os produtos dessa reaccdo sio a imina do
substrato e aamonia. A primeira, hidroliza-se espontaneamente no aldeido
correspondente, enquanto que a reoxidacdo simultianea do FAD, pelo oxi-
genio, leva a producao de peroéxido de oxigénio (H,0,) (Youdim et al., 1988;
Weyler etal., 1990). De entre os produtos da reacgao e para além dos aldeidos
resultantes, assumem especial relevo, quer aamania produzida, pelo efeito
que pode ter na regulacao osmética, quer o H,0, libertado, por estar envol-
vido em numerosos processos intra e extracelulares.

A separacao dos substratos, em funcdo da sua especificidade, em
substratos da MAO-A e em substratos da MAQO-B, nao pode ser considerada
como tendo um valor absoluto. Contudo é possivel considerar que ha
substratos preferencialmente metabolizados por cada uma das formas de
MAQO, enquanto outros sao simultaneamente metabolizados pelos dois ti-
pos. A MAO-A oxida preferencialmente as aminas biogénicas como a
serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), a noradrenalina (NA) e a adrenalina
(AD), enquanto que a MAO-B oxida preferencialmente os compostos nao
catecolaminicos como a -feniletilamina (PEA) e a benzilamina. A dopamina
(DA), atiramina e a triptamina sdo considerados substratos de ambas as for-
mas (Youdim et al., 1988; Weyler et al., 1990). Nao deveremos ignorar a possibi-
lidade de os substratos poderem originar produtos com efeitos fisiolégicos
diferentes daqueles que eram os dos produtos originais. Neste caso é de
realcar a capacidade que a MAO-B tem de transformar profirmacos ou toxi-
nas como seja o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). O MPTP, é
oxidado por accao da MAO-B em T-metil-4-fenilpiridinio+ (MPP+), neuro-
toxina dopaminérgica que induz um sindroma semelhante ao de Parkinson

no Homem e nos primatas (Langston et al., 1983; Chiba et al., 1984; Langston
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etal., 1984). O papel da MAO-B nesta situacao é confirmado pelo facto de os
ratinhos “knock out” (KO) para o gene da MAO-B (KO MAO-B) nao sofre-
rem a toxicidade pelo MPTP (Crimsby et al., 1997).

Sdo conhecidos vérios tipos de inibicao das MAOs. A importincia des-
ta inibi¢cdo ultrapassa 0o mero fenémeno inibitério, pais serviu de base a
distincio entre MAO-A e MAO-B, a qual s6 existe como consequéncia das
MAOs apresentarem diferente sensibilidade a inibicao pela clorgilina e pela
selegilina (Johnston, 1968; Knoll et al., 1972). AMAQO-A € inactivada de modo
irreversivel pela clorgilina, enquanto a MAO-B é inactivada também
irreversivelmente pela selegilina. Ambos estes inibidores actuam por liga-
cao ao local de fixacdo do co-factor FAD. Um outro grupo importante de
inibidores inclui os derivados N-{2-aminoetil)-aril-carboxamida, como a
lazabemida e o Ro 41-1049, os quais partilham o mesmo mecanismo de
accao do substrato e podem ser considerados como inibidores reversiveis
activados pela enzima (Cesura et al., 1989; Da Prada et al., 1990). Também os
fumadores apresentam inibicdo de ambas as formas de MAO, por meca-
nismos ainda nao totalmente esclarecidos (Fowler et al., 1996a; Fowler et al.,
1996b). Um outro grupo de inibidores é formado pelos detergentes utiliza-
dos nos processos de extraccdo (como por exemplo, triton X-100 e sais
biliares), os quais tém actividade inibidora inespecifica, embora por vezes
selectiva de uma das formas (Achee et al., 1981; Bancells et al., 1987).
Compostos imidazolinicos e guanidicos inibem também a MAO-B, sendo
contudo necessarias concentragdes destes 10 a 50 vezes superiores as
utilizadas para saturar os locais de fixacao imidazolinicos (Palaty et al., 1989;
Carpene et al., 1995; Tesson et al., 1995). Podera ainda acontecer que, pela
prépria natureza da via catalitica, o inibidor acabe por funcionar como um
substrato, dando origem a formacao de um produto. Estd nestas circuns-
tancias a selegilina que é metabolizada em compostos anfetaminicos, os
quais poderio ser responsaveis por alguns dos seus efeitos terapéuticos.
Interessa ainda referir que os inibidores, pelo facto de terem afinidades e

selectividades elevadas, em geral superiores as dos substratos, poderem
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ser boas ferramentas para o estudo do centro activo destas enzimas (Dostert
et al., 1991).

O papel metabélico desempenhado pelas MAOs na inaclivacio das
catecolaminas vai ser de dois tipos. Por um lado transformam essas
catecolaminas, por desaminacdo oxidativa, num aldeido. Por outro lado
actuam sobre o produto da acgio da catecol-O-metiltransférase (COMT).
Outradas enzimas envolvidas nesta metabolizacio é a fenolsulfotransférase
(PST), cujo produto, o sulfato de dopamina (sDA) é, ndo s6 um produto
final, como também é uma forma de reserva de DA, uma vez que pode ser
“dessulfatado” originando a forma activa (Kuchel, 1994). Finalmente, sera
ainda de considerar o papel que a glicurono-conjugacao, pela glicuronidase,

tem na metabolizacdo destas aminas.

CARACTERIZACAQ PATOLOGICA — RELEVANCIA CLINICA E
MODELOS ANIMAIS

A Doenca de Parkinson, doenca neurodegenerativa progressiva ¢ a
situacdo clinica mais relevante envolvendo as MAOs. Foi em 1983 que se
estabeleceu pela primeira vez uma relacao entre as MAOs e a doenca de
Parkinson (Langston et al., 1983). Desde entao esta relacao entre MAOs e
doenca de Parkinson tem vindo a ser cada vez melhor estudada, seja no
esclarecimento do modo como estas enzimas estio envolvidas na
patogénese da doenga, seja pelo papel terapéutico dos inibidores das MAQOs
(Tetrud et al., 1989; Hauptmann et al., 1996; Cohen et al., 1997; Lozano et al.,
1998). As MAOs poderdo ainda estar associadas a outras doencas neurodege-
nerativas como a doenca de Alzheimer (Sano et al., 1997; Burke et al., 2001).

A auséncia da MAO-A tem sido associada a alteragdes compor-
tamentais, nomeadamente agressividade, como no caso de uma familia ho-
landesa com deficiéncia de MAO-A por substituicio de um Gnico

nucleotideo no exdo 8 do gene da MAO-A (Brunner et al., 1993a; Brunner et
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al., 1993b). Mesmo a auséncia total de MAO-A e de MAQ-B, em doentes
com doenca de Norrie é compativel com a vida, embora causando um
fenétipo neurolégico muito grave (Sims et al., 1989; Lan et al., 1989b; Collins
et al., 1992). Contudo, as mutacdes dos genes da MAO-A e da MAO-B nao
sdo fendmenos frequentes (Tivol et al., 1996; Schuback et al., 1999). As MAOs
estao ainda associadas a outras alteragdes comportamentais relacionadas
com o tabagismo e o dlcool (Devor et al., 1993; Fowler et al., 1996a; Fowler et
al., 1996b). Os inibidores da MAQ-A sao também utilizados no tratamento
de certas formas de depressio.

Estes achados clinicos tém correspondéncia nos modelos animais. O
KO do gene para a MAO-A em ratinhos resulta em comportamento agressi-
vo e elevacio dos niveis de 5-HT e NA (Cases et al.,, 1995) bem como em
alteracoes da aprendizagem (Kim et al., 1997). Quando se faz o mesmo ao
gene da MAO-B as consequéncias sdo, quer uma alteracdo do comporta-
mento perante o stress, mas sem se observar agressividade, quer um au-
mento dos niveis de PEA (Grimsby et al., 1997).

OBJECTIVO DO TRABALHO

O objectivo deste trabalho consiste na caracterizacdo do papel das
MAOs em alguns tecidos periféricos, nomeadamente o rim, o jejuno e o
coracgdo. Pretende-se, através da sua caracterizagio, por estudos cinéticos
de metabolizagdo, da sua inibigdo e de estudos moleculares, definir melhor
o papel que lhe cabe na biotransformacao das aminas pelos tecidos referi-
dos. Da-se, ainda, especial relevo a procura de novas caracteristicas que
possam distinguir as duas formas de MAO.

No Capitulo Il estudou-se a actividade de ambas as formas de MAO
em células e tdbulos renais, procurando distinguir o papel de cada uma
dessas formas no destino metabdlico da DA. Para tal recorreu-se ao isola-

mento de células do epitélio tubular e ainda de tubulos contornados
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proximais, procurando isolar as unidades funcionais individuais. Além dis-
so utilizaram-se vdrios substratos e inibidores de forma a caracterizar
melhor essas mesmas actividades (publicagdo 1). Ainda no ambito desta
linha de estudo fez-se a caracterizacdo comparativa com o rim de Rato de
uma linha celular epitelial classicamente utilizada para estudar a funcao
renal, as células OK (Opossum kidney) —derivadas do rim da fémea do mar-
supial americano Didelfis virginiana — e cuja caracterizacdo do ponto de
vista de actividade desaminativa ndo estava ainda feita (publicacdo 2).

Seguidamente, no Capitulo 1ll, e para caracterizar a actividade das
MAQOs em tecidos com actividade dopaminérgica relevante, estudou-se no
jejuno o efeito de inibidores de cada uma das formas de MAO sobre a sua
actividade (publicacdo 3). Procurou-se ainda caracterizar o modo como se
comportavam célulasisoladas dojejuno, e umaoutra linha celular—as células
Caco-2 - linha celular epitelial derivada de adenocarcinoma de célon hu-
mano, quanto ao padrao de sintese de DA e de 5-HT e quanto a capacidade
desaminativa. Nesta linha celular, o estudo das enzimas que tomam parte
nasintese e degradacdo de monoaminas estava também por fazer (publica-
cdo 4).

O Capitulo IV diz respeito ao estudo no coracdo, um dos tecidos
metabolicamente mais activos e onde o papel das duas formas de MAO esta
pior caracterizado no que respeita a metabolizacao de monoaminas.
O estudo das MAQOs a nivel cardiaco demonstrou a existéncia de um padrao
particular de metabolizagdo da PEA pelo coragdo de Rato (publicacao 5).
Este facto fez progredir o estudo de modo a procurar estabelecer uma cor-
respondéncia entre as propriedades cinéticas encontradas e o suporte mole-
cular correspondente, na procura de diferencas eventualmente existentes
a esse nivel (publicacao 6). Como referéncia comparativa para o conjunto
dos estudos realizados com o coragao de Rato, utilizou-se o cortex renal da
mesma espécie.

Finalmente, em trabalhos cujos resultados sdo apresentados no Capi-
tulo V, avaliou-se a influéncia do envelhecimento na capacidade de

metabolizacdo de NA por alguns tecidos periféricos (publicagao 7).
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Summary

The present study reports on the presence of type A and B monoamine oxidase
(MAOQ) activity and their sensitivity to selective MAO-A and MAO-B inhibition by
Ro 41-1049 and lazabemide, respectively, in homo%enates of isolated rat renal
tubules. Non-linear analysis of the saturation curve of “H-5-hydroxytryptamine (*H-
5-HT) deammatlon revealed a K of 351+71 pM (n=4) and a Vpax of 25+2 nmol mg
protein’ h”. Deamination of 'C-B-phenylethylamine ('*C-B-PEA) was also a
saturahle process yielding K, values of 58+12 uM and Vax values of 2442 nmol mg
protein™ h™'. Ro 41-1049 produced a concentrauon dependent inhibition of *H-5-HT
deamination with a K; of 24 nM. Deamination of "*C--PEA was found to be reduced
by lazabemide in a concentration-dependent manner with a K; value of 17 nM. The
effect of these selective MAO inhibitors on dopamine fate and DOPAC formation in
isolated tubular epithelial cells was also studied. In these studies a clear inhibition of
DOPAC formation was observed with Ro 41-1049 (250 nM), while 250 nM
lazabemide was found not to increase the accumulation of newly-formed DA in those
tubular epithelial cells loaded with 50 pM L-DOPA. In conclusion, the results
presented here confirm the presence of both MAO-A and MAO-B activity in renal
tubular epithelial cells, that MAQO-A is the predominant enzyme involved in the
deamination of the natriuretic hormone dopamine and that the deamination of newly-
formed dopamine is a time-dependent process which occurs early after the
decarboxylation of L-DOPA.

Key Words: monoamine oxidase, kidney, dopamine, lazabemide, Ro 41-1049

Monoamine oxidase (MAO, amine-oxygen oxidoreductase, E.C 1.43.4) is a mitochondrial
membrane bound flavin-containing enzyme which catalyses the oxidative deamination of
biogenic and xenobiotic amines to their corresponding aldehydes (1, 2). It inactivates such
biogenic amines as adrenaline, noradrenaline, serotonin, dopamine and various trace amines, thus
regulating their levels. There are two molecular forms of the enzyme MAO-A and MAO-B,
encoded by separate genes (3), classically differentiated on the basis of substrate specificity (4),
inhibitor sensitivity (5), electrophoretic motility (6) and also immunochemical properties (7).
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* author for correspondence
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Epithelial cells of renal proximal tubules synthesise dopamine from L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) present in the tubular filtrate (8), and a considerable amount
of the amine has been found to be deaminated to 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) in the
kidney (9). The relevance of this is even more re-enforced by evidence suggesting that DA
formed in tubular epithelial cells may act as an autocrine and/or paracrine substance in the
regulation of sodium handling through the activation of specific tubular receptors (10). The
inhibitory effect of DA on the reabsorption of sodium in renal tubules has been ascribed to
represent the most prominent effect of the amine on the homeostasis of sodium and extracellular
fluid (11). As the renal tissues are endowed with one of the highest MAO activities in the body
(12), the availability of DA may be more dependent on its own degradation then on its synthesis
from L-DOPA. Although both type A and B MAOs were demonstrated autoradiographically to
be present in the kidney (12) and to be involved in the deamination of renal DA (13), it has been
suggested that MAO-A might be located in the compartment where the synthesis of the amine
occurs, whereas MAO-B would be located outside this cellular compartment (13, 14).

Since previous studies on the presence of types A and B MAO in renal tissues have been
performed in kidney homogenates it was felt worthwhile to perform the assay of MAO-A and
MAO-B in isolated proximal convoluted tubules (PCT of the rat kidney) using preferential
substrates (5-hydroxytryptamine for MAO-A and B-phenylethylamine for MAO-B) and
determine the effect of selective inhibitors on the deamination of the two specific substiates;
compounds Ro 41-1049 and lazabemide are both members of a class of highly selective,
mechanism-based and reversible inhibitors for MAO-A and MAO B, respectively (15). The
present study also reports on the formation and deamination of DA in isolated tubular epithelial
cells and the effect of MAO-A and MAO-B selective inhibitors Ro 41-1049 and lazabemide on
DA fate and DOPAC formation.

Materials and methods

Male Wistar rats (Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras, Portugal), 45 to 60 days
old and weighing 200 to 280 g were used in the experiments. Animals were kept two per cage
under controlled environmental conditions (12 hours light/dark -cycle and room temperature
24°C). Food and tap water were allowed ad /ibitum. The experiments were all carried out during
daylight hours.

Isolation of rat renal tubules

The isolation of renal tubules was based on the techniques previously described and the tubules
obtained were found to be predominantly proximal nephron segments (16). In brief, rats were
killed by decapitation under ether anaesthesia and the kidneys removed through a midline
abdominal incision, after which they were decapsulated, cut in half and placed in ice-cold Collins
solution [containing (in mM): KHaPOs, 15; KoHPO,, 50; KCl, 15; NaHCOs, 15; MgS0,, 60; and
Glucose, 140, pH 7.4]. The outer cortex was cut out with fine scissors and minced with a scalpel
into a fine paste. The cortical paste was filtered sequentially through a series of Nybolt nylon
sieves, first 180 um and then 75 um. Unseparated cortex remained on the upper (180 pum) sieve,
while the lower one (75 pm) retained predominantly proximal nephron segments. The sieves
were rinsed continuously with cold Collins solution throughout. Thereafter the retained tubules
where washed off with cold Collins solution and collected into a pellet by centrifugation at 200 g,
for 5 min, at 4°C; renal tubules used for the deamination studies were suspended in 67 mM
phosphate buffer, pH 7.2, before being homogenised.
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Isolation of rat tubular epithelial cells

Tubular epithelial cells were obtained from rat renal cortex using a methodology similar to that
described above. In brief, the outer cortex was cut out with fine scissors and minced with a
scalpel into a fine paste like consistency, incubated with collagenase (0.065%) for 60 minutes at
37°C in an atmosphere of 95% O; and 5% CO;, and thereafter poured through graded sieves (180,
75, 53,and 23 um) to obtain a single cell suspension, as observed under light microscope.

Determination of MAO-A and B activities

The renal tubules were homogenised in 67 mM phosphate buffer, pH 7.2, at 4°C with a Thomas
teflon homogeniser keg! continuously on ice. MAO-A and MAO-B activities were determined
using, respectively, [*H]-5-hydroxytrytpamine (*H-5-HT) (50 to 2000 pM) and ["*C]-B-
phenylethylamine ('‘C-B-PEA) (5 to 500 uM) as preferential substrates (17). The reaction
mixture contained 50 pL of homogenate and 50 uL of 67 mM phosphate buffer and increasing
concentrations of each substrate ("H-5-HT for MAO-A and "“C-B-PEA for MAO-B). After 20
minutes of incubation at 37°C with continuous oxygenation and shaking, the tubes were
transferred to an ice-water bath and the reaction stopped by the addition of 10 uL of 3 M HCL
The deaminated products were then extracted with ethyl acetate (500 pL) and measured by liquid
scintillation counting. The MAQ activity is expressed in nanomoles of substrate metabolised per
g of protein per hour of incubation (nmel mg protein™ h).’

For each substrate, deamination was determined in the absence and in the presence of a MAO
inhibitor. Homogenates were pre-incubated for 30 minutes at 37°C either with phosphate buffer
or the inhibitor, Ro 41-1049 (250 nM) when using *C-B-PEA (5 to 500 pM) as substrate and
lazabemide (250 nM) when using *H-5-HT (50 to 2000 pM),

In another set of experiments selective MAO-A and MAO-B inhibitors, respectively Ro 41-1049
and lazabemide, were used to study the deamination of "H-5-HT and "'C-B-PEA. Homogenates
were prepared the same way and pre-incubated for 30 min at 37°C in the presence of increasing
concentrations of each inhibitor, ranging from 0.5 to 500 nM.

Synthesis of dopamine by tubular cells

Isolated tubular epithelial cells were either handled in a modified Hank's medium buffered with
Tris HC! and supplemented with 0.5 mM CaCly, or in Dulbeco's Modified Eagle Medium
(DMEM). The experiments on the synthesis of dopamine were carried out at 30° C in an
atmosphere of 95% O, and 5% CO,. The cell suspension was preincubated for 15 min, in a water
shaking bath, and thereafter incubated with increasing concentrations of L-DOPA (1 to 100 uM)
for further 15 min. In another set of experiments, the cell suspension was incubated with 50 pM
L-DOPA for increasing periods of time (1 to 30 min). In both situations reactions were stopped
by the addition of 2.0 mL of 0.2 M perchloric acid.

Experiments with tubular cells and MAO-A and B inhibitors

The experiments performed in order to test the effect of selective type A and B MAQ inhibitors
on the production of DOPAC consisted in the incubation of a suspension of isolated tubular
epithelial cells in the modified Hank’s medium for increasing incubation periods (1 to 30 min)
with 50 uM L-DOPA; Ro 41-1049 (250 nM) and lazabemide (250 nM) were present during both
the preincubation and incubation periods. Tolcapone (1 uM) was added to the incubation
medium in order to inhibit catechol-O-methyltransferase (COMT) activity.
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Assay of catecholamines

The assay of dopamine and DOPAC were performed by means of high-pressure liquid
chromatography, as previously described (16). The mobile phase was a degassed solution of
citric acid (0.1 mM), sodium octylsulphate (0.5 mM), sodium acetate (0.1 M), EDTA (0.17 mM),
dibutylamine (1 mM) and methanol (8% v/v), adjusted to pH 3.5 with perchloric acid (2 M) and
pumped at a rate of 1.0 ml/min. The detection was carried out electrochemically with a glassy
carbon electrode, an Ag/AgCl reference electrode and an amperometric detector (Gilson model
141); the detector cell was operated at 0.75 V. The current produced was monitored using the
Gilson 712 HPLC software.

Protein assay

The protein content in cell and in tubule suspensions was determined according to the method of
Bradford (18) with human albumin as a standard.

Viability of cells and tubules

Cells and tubules were incubated at 37°C for 2 minutes with trypan blue (0.2%w/v) in phosphate
buffer and observed under light microscope. More than 95 % of cells and tubules excluded the
dye, a condition for viability.

Data analysis

The Vmax and K, values for the deamination of 3H-5-HT and “C-B-PEA, as determined in
saturation experiments, were calculated by non-linear regression analysis for one site binding,
using the GraphPad Prism statistics software package (19). For the calculation of the ICsq 's for
lazabemide and Ro 41-1049 the parameters of the equation for one site inhibition were fitted to
the experimental data (19). K;'s were caloulated as defined by Cheng and Prusoff (20) for
competitive inhibition. Arithmetic means are given with S.E.M. or geometric means with 95%
confidence values. Statistical analysis was done with a one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Newman-Keuls test for multiple comparisons. A P value less than 0.05 was assumed
to denote a significant difference.

Drugs

Drugs used were: collagenase type I (Sigma), B-phenylethylamine hydrochloride (Sigma), 5-
hydroxytryptamine hydrochloride (Sigma), ['*C]-B-phenylethylamine hydrochloride (50
Ci/mmol) (NEN Chemicals), [*H]-5-hydroxytryptamine creatinine sulphate (23.6 Ci/mmol)
(NEN Chemicals), Ro 41-1049 [N-(2-aminoethyl)-5-(m-fluorophenyl)-4-thiazole carboxamide
hydrochloride] (RBI) and Ro 19-6327 (generic name lazabemide) [N-(2-aminoethyl)-5-chloro-2-
pyridine  carboxamide  hydrochloride]  (F.Hoffmann-La  Roche  Ltd),  L-8-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) (Sigma).

Results

MAO-A and MAO B kinetics in tubular homogenates

Deamination of *H-5-HT in homogenates of isolated rat renal tubules was found to be dependent
on the concentration used and to be saturable at nearly 500 uM (Fig. 1); non-linear analysis of the
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saturation curve revealed a K, of 351271 pM (n=4) and a V. of 25+2 nmol mg protein” b,
Deamination of *H-5-HT in the absence of lazabemide was of the same magnitude of that
observed in the presence of the MAO-B inhibitor (Fig. 1 and Table 1). Deamination of '‘C-B-
PEA was also a saturable process yielding Ky, values of 58+12 pM and Vmax values of 24+2 nmol
mg protein” h™'. When deamination was studied in the presence of the MAO-A inhibitor Ro 41-
1049 no changes in V., were observed, though there was a slight rightward shift of saturation
curve accompanied by a slight increase in Ky, values (see Table 1).
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Fig. 1

MAO-A (using 5-HT) and MAO-B (using B-PEA) activities in rat renal tubules.
Control (open symbols) versus inhibitor (filled symbols, Ro 41-1049 for MAO B,
and lazabemide for MAO A). Symbols represent means of four experiments per
group and vertical lines show SEM.

Table 1. Kinetic parameters (Km and V) of MAO-A and MAO-B activities in
homogenates of isolated rat renal tubules, Values are means +SEM of four duplicate

determinations.
Vs Kn
(nmol/mg protein/h) (pM)
B-PEA | control 24+2 58+12
Ro 41-1049 2343 89+28
5-HT control 25+2 351471
Lazabemide 2443 296+112

Inhibitory constants for MAQ inhibitors

In this series of experiments the effects of increasing concentrations of selective MAO-A and
MAO-B inhibitors on the deamination of *H-5-HT and '*C-B-PEA were studied. Ro 41-1049
produced a concentration-dependent inhibition of H-5-HT deamination with a K; of 24 nM (Fig.
2 and Table 2). Deamination of 4C_3.PEA was found to be reduced by lazabemide in a
concentration-dependent manner with a K; value of 17 nM (Fig. 2 and Table 2).
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Fig. 2

Effect of increasing concentrations of Ro 41-1049 and lazabemide on rat renal
tubular MAO-A and MAO-B activities. Symbols represent means of four
experiments per group and vertical lines show SEM.

Table 2. ICso and K; values of Ro 41-1049 and lazabemide for inhibition of
deamination of *H-5-HT (MAO-A) and '*C-B-PEA (MAO-B), as determined with
virtually saturating concentrations of the substrates, in homogenates of isolated rat
renal tubules. Values are geometric means with 95% confidence intervals (n=4).

Lazabemide Ro 41-1049
ICso (nM) 142 (87,231) 91 (54;153)
Ki (nM) 17 (10;28) 24 (14,40)

Synthesis and deamination of dopamine by tubular cells

The formation of dopamine from L-DOPA and its deamination to DOPAC by renal tubular cells
was found to be dependent on the concentration of the substrate, the duration of incubation and
also on the type of medium used. For the same substrate concentration and incubation time the
levels of dopamine and DOPAC were always higher when using Hanks’ medium than with
DMEM (Figs 3 and 4). The amounts of dopamine and DOPAC (in nmol mg protein™) formed in
the presence of 50 uM L-DOPA were, respectively, 3.3+0.2 and 2.0+0.8 at 1 min incubation and
increased to 55.1+4.0 and 17.7+0.7 at 30 min incubation for Hanks’ medium. In experiments
performed with DMEM these values were for dopamine and DOPAC (in nmol mg protein™),
respectively, 1.86+0.6 and 0.2+0.1 at 1 min incubation, and increased to 37.6+3.0 and 6.6+0.8 at
30 min. When incubated for 15 min in the presence of 100 uM L-DOPA the amounts of
dopamine and DOPAC formed (in nmol mg protein™) were, respectively, 38.8+0.5 and 9.6+0.3
for Hanks’ medium and 24.1+1.4 and 4.8+0.6 for DMEM. The ratio DOPAC/dopamine was
0.340.02 (range 0.2-0.38) in experiments performed with Hanks’ medium, compared to
0.13+0.01 (range 0.09-0.18) when using DMEM.
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Fig. 3

Time dependence of dopamine and DOPAC formation (in nmol mg protein™) in the
presence of 50 uM of L-DOPA (open symbols, Hanks’ medium n=4; filled symbols,
DMEM n=4-8). Symbols represent means of four to eight experiments per group and
vertical lines show SEM,
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Fig. 4

Dopamine and DOPAC formed (in nmol mg protein™) in the presence of increasing
concentrations of L-DOPA; incubation time was 15 minutes {open symbols, Hank’s
medium; filled symbols, DMEM). Symbols represent means of four experiments per
group and vertical lines show SEM.

Effects of MAQ inhibitors on dopamine and DOPAC formation in tubular ceils

As shown in table 3, the effect of Ro 41-1049 was a reduction in the time-dependent production
of DOPAC with no significant changes in the formation of dopamine. The time-dependent
formation of dopamine and DOPAC in the presence of lazabemide was found to be similar to that
occurring in control conditions. In experiments performed in the presence of both Ro 41-1049
(250 nM) and lazabemide (250 nM) the reduction in the formation of DOPAC was found to be
similar to that obtained in the presence of the selective MAO-A inhibitor alone (Table 3). Levels
of DOPAC at 30 min incubation in the presence of 250 nM Ro 41-1049 or Ro 41-1049 +
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