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“Ando devagar porgue ja tive pressa,

E levo esse sorriso, porque ja chorei demais.

Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe,

S6 levo a certeza de que muito pouco sei, ou nada sei.
Conhecer as manhas e as manhas,

O sabor das massas e das macas.

E preciso amor para poder pulsar

E preciso paz para poder sorrir

E preciso a chuva para poder florir”

(Almir Sater)
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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DE 2-ARIL(HETEROARIL)-4,5-DIIDRO-1 H-IMIDAZOIS
SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA MONOAMINA OXIDASE IN VITRO

Autora: GABRIELA DA SILVA SANT 'ANNA
Orientadora: MARIBEL ANTONELLO RUBIN
Co-Orientador: JULIANO FERREIRA
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 5 de Agosto de 2008.

A monoamina oxidase (MAO) é uma enzima que contém o dinucleotideo adenina-flavina
(FAD) e que esta presente na membrana externa da mitocéndria de células neuronais, glia e outras
células. Seu papel inclui a regulagéo dos niveis de aminas biogénicas e xenobiéticas no cérebro e em
tecidos periféricos pela desaminacao oxidativa. Com base na especificidade a substrato e inibidores,
sdo descritas duas isoformas da MAO (A e B). Devido aos seus papéis no metabolismo das
catecolaminas neurotransmissoras, a MAO-A e a MAO-B sédo consideradas farmacologicamente
interessantes, e inibidores reversiveis e irreversiveis destas isoformas sdo usados clinicamente para
tratar doengas neuroldgicas incluindo depressao e doencga de Parkinson. Nos ultimos 15 anos, desde
a demonstracdo que sitios I, estdo associados com fragbes da membrana mitocondrial, muitos
estudos provem evidéncias de que estes sitios representam regidées da MAO. Além disso, alguns
estudos tém demonstrado que derivados imidazolinicos sdo capazes de inibir a atividade da MAO.
Este efeito tem sido atribuido a sitios I, de alta afinidade na MAO-B (l,g) € a um sitio similar de baixa
afinidade na MAO-A (l,4). Assim, este estudo teve como objetivo investigar o efeito in vitro de
compostos 4,5-diidro-1H-imidazol-2-substituidos sobre a atividade da enzima monoamina oxidase
através de métodos espectrofotométricos e fluorimétricos usando quinuramina como substrato. Entre
0s compostos estudados que inibiram preferencialmente a MAO-A (3c-e, 3j) apenas o composto 3d
foi seletivo, apresentando um K; para a MAO-A de aproximadamente 73 vezes menor do que seu K;
para MAO-B. Entre os compostos obtidos que seletivamente inibiram MAO-B (3g-1, 3K, 30), apenas a
imidazolina 3g mostrou ser potente, com valores de K; de 5,3 pM. Alguns compostos que exercem
ligacdo potente e seletiva a sitios |, como o 3l (benazolina), 3n (2-BFIl) e 3p (BU224) mostraram boa
atividade inibitéria especialmente contra MAO-B. Em figado de ratos, as imidazolinas inibiram com
menos seletividade a MAO-A e MAO-B quando comparado com cérebro de ratos. Os compostos 3d e
3g inibiram a MAO de maneira reversivel e apresentaram inibicdo de natureza mista (diminuindo o
valor de Vs € aumentando o valor de K, sobre a enzima MAO. Estes resultados confirmam que
drogas imidazolinas podem inibir a atividade da MAO e sugerem uma relacdo entre sitios |, e a

modulacdo da atividade da enzima.

Palavras-chaves: imidazolinas; sitios imidazolinicos I,; MAO-A; MAO-B

Vi



ABSTRACT
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Advisor: MARIBEL ANTONELLO RUBIN
Co-Advisor: JULIANO FERREIRA
Date and place of the defense: Santa Maria, August, 5" 2008.

Monoamine oxidase (MAO) is a flavin adenine dinucleotide (FAD)-containing enzyme attached to
the mitochondrial outer membrane of neurons, glia, and other cells. Its roles include regulation of the
levels of biogenic and xenobiotic amines in the brain and peripheral tissues by catalyzing their
oxidative deamination. On the basis of their substrate and inhibitor specificities, two isoforms of MAO
have been described (A and B). Due to their role in the metabolism of catecholamines
neurotransmitters, MAO-A and MAO-B have long been of pharmacological interest. Accordingly, and
reversible and irreversible inhibitors of MAO-A and MAO-B have been used in the clinics to treat
neurological disorders including depression and Parkinson’s disease. Since the demonstration that |-
imidazoline sites are associated with mitochondrial membranes 15 years ago, several studies have
provided evidence that these sites represent regions on MAOSs. In line with this view, it has been
demonstrated that imidazoline derivatives inhibit MAO activity. This effect has been attributed to a high
affinity 12 binding site on MAO-B (I;g) and to a similar lower affinity site on MAO-A (I;a). This study
investigated the effect of 4,5-dihydro-1H-imidazole-2-substituted compounds on MAO activity in vitro
by spectrophotometric and fluorimetric methods using kynuramine as substrate. Among the
compounds that inhibited MAO-A (3c-e, 3j), compound 3d was 73-fold more selective towards MAO-A
than MAO-B. Among the compounds that selectively inhibited MAO-B (3g-l, 3k, 30), imidazoline 3g
was shown to be potent with Ki value of 5,3 pM. Some of compounds that selectively bind to I,-sites,
such as 3l (benazoline), 3n (2-BFI), and 3p (BU224) showed good inhibitory activity especially against
MAO-B. Imidazolines inhibited MAO-A and MAO-B activities in liver with less selectively than in rat
brain. The compounds 3d and 3g reversibly inhibited MAO, and kinetics studies showed that
compound 3d and 3g inhibited MAO in a mixed manner (decreased V.« and increased K., values).
These results confirm that imidazolines inhibit MAO activity and suggest a relationship between I,

binding site and modulation of central MAO activity.

Keywords: imidazolines; imidazoline binding sites I,; MAO-A; MAO-B.
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1. INTRODUCAO

A monoamina oxidase (MAO) é uma enzima que contém um dinucleotideo
flavina-adenina (FAD), e que esté localizada na membrana externa da mitocéndria.
Esta enzima é responsavel pela desaminagéo oxidativa de aminas no cérebro e nos
tecidos periféricos, regulando seus niveis. A MAO metaboliza aminas primarias, e

também algumas aminas secundarias e terciarias, conforme a seguinte reacao:

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

Figura 1 — Esquema simplificado da reagéo catalisada pela MAO. E-FAD: enzima ligada ao
cofator FAD no estado oxidado; R-CH2-NH2: amina priméria; E-FADH,: cofator FAD reduzido;
RCH=NH: aldeido; H,O: &gua; R-CHO: &cido; NHz: aménia; O,: oxigénio; H,O,: perdxido de

hidrogénio.

As aminas que servem como substratos para a MAO incluem
neurotransmissores monoaminérgicos importantes fisiologicamente e
patologicamente, como a dopamina, a norepinefrina, a epinefrina, e a serotonina.
Juntamente com outros neurotransmissores, como acido glutamico e acido gama-
aminobutirico (GABA), estas monoaminas regulam processos envolvidos no
movimento, no humor, nas emog¢des, na cognicdo, nha memoria e no aprendizado.
Assim, a MAO tem uma estreita relagdo com importantes fungdes cerebrais.

A enzima monoamina oxidase apresenta-se como duas isoformas, MAO-A e
MAO-B, que séo codificadas por dois genes diferentes. As duas isoformas sao
funcionalmente distintas por sua seletividade a substratos e inibidores, e distribuicéo
nos tecidos. Além disso, a expressdo das duas isoformas varia durante o
desenvolvimento (onde prevalece a MAO-A), e o envelhecimento (onde ocorre
aumento da expressao de MAO-B).

A MAO-A catalisa, preferencialmente, a desaminagcdo de serotonina e
norepinefrina e € sensivel a inibicdo irreversivel do inibidor seletivo clorgilina. No
cérebro, a MAO-A  encontra-se, preferencialmente, em neurbnios

catecolaminérgicos, enquanto que perifericamente esta isoforma esta presente no
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intestino, placenta, figado, entre outros 6rgdos. Quando o gene da MAO-A é
deficiente, em humanos ou camundongos, observam-se altos niveis de serotonina e
norepinefrina e o fendtipo € caracterizado por um aumento no comportamento
agressivo. Além disso, € comprovada a eficacia clinica dos inibidores da MAO-A no
tratamento de doencgas afetivas, como a depresséo.

A MAO-B oxida preferencialmente [B-feniletiiamina e benzilamina, sendo
inibida irreversivelmente pelo inibidor seletivo selegilina (I-Deprenil). Ela é altamente
expressa em células gliais e em neurbnios serotoninérgicos, embora ndo esteja
envolvida diretamente na desaminacéo da serotonina. Acredita-se que a expressao
da MAO-B acompanha o aumento de astrécitos, que ocorre, normalmente, durante o
envelhecimento. A deficiéncia no gene da MAO-B em camundongos resulta em um
aumento nos niveis de B-feniletilamina, norepinefrina e dopamina, mas nao nos
niveis de serotonina. Além disso, a MAO-B participa na biotransformacdo de
neurotoxinas como a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) que é convertida
em 1-metil-4-fenilpirinium (MPPY), uma neurotoxina que mimetiza a doenca de
Parkinson em modelos animais. Estudos mostram que a inibicdo seletiva desta
isoforma pode conferir neuroprotecdo por aumentar os niveis de dopamina no
estriado e também por causar efeitos antioxidantes através da redugéo da formacao
de H»O,. Dessa forma justifica-se a utilizagdo destes inibidores como adjuvantes no
tratamento da doencga de Parkinson. Alguns outros estudos também ressaltam a
importancia da MAO-B no desenvolvimento da doenga de Alzheimer.

Nos anos 50, a primeira geragdo de inibidores da MAO foi introduzida na
pratica clinica para o tratamento da depressdo. Entretanto, devido a relatos de
efeitos adversos importantes como hepatotoxicidade, estes inibidores que incluem a
iproniazida, a fenelzina e a tranicilpromina, foram retirados do comércio. Com a
descoberta das isoformas da enzima, a segunda geracdo de inibidores da MAO
apresentou vantagens sobre a primeira por apresentar inibicdo seletiva sobre MAO-
A e MAO-B. Entre eles, destaca-se a rasagilina que possui grande eficacia na clinica
e, diferente do inibidor L-Deprenil, o seu metabolismo ndo gera metabdlitos do tipo
anfetaminicos potencialmente téxicos. No entanto, as drogas da segunda geracao
ainda apresentavam uma inibicdo irreversivel o que limitava sua aplicacdo
terapéutica, em vista das crises hipertensivas (reagdo do queijo) decorrentes do

consumo de alimentos ricos em tiramina.
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Atualmente, estd em uso na clinica a terceira geracéo de inibidores da MAO.
Estas substancias apresentam beneficios aos inibidores originais pelo fato de agirem
seletivamente e reversivelmente sobre as isoformas da enzima. Entre eles,
destacam-se os inibidores moclobemida, toloxatona, befloxatona e brofaromina, que
agem de maneira reversivel e seletiva sobre a MAO-A, sendo utilizados no
tratamento da depressdo. Alguns inibidores reversiveis de MAO-B também sao
descritos como o lazabemida bastante estudado para o tratamento da doenca de
Parkinson.

Na década de 90, foi identificado um provavel sitio regulatério da MAO,
chamado sitio de ligacdo imidazolinico tipo l.. Estes sitios sdo encontrados na
membrana mitocondrial externa e possuem como caracteristica importante a sua alta
afinidade para uma série de compostos imidazolinicos e guanidinicos. Além disso,
os sitios I, tém sido subdivididos conforme sua capacidade de reconhecer o
composto guanidinico, amilorida. Sitios sensiveis a amilorida sdo designados Iza, €
provavelmente estejam localizados na MAO-A. Os sitios I,z sdo insensiveis a
amilorida estando presentes na MAO-B. Porém, ainda néo se sabe o mecanismo de
interacdo entre os sitios I, e as isoformas da MAO. Acredita-se que este sitio seja
distinto do sitio catalitico da enzima, e independente do grupo prostético FAD, ou
dos dominios de ligacdo a inibidores classicos da MAO. De fato, estudos
demonstram que a maioria dos residuos de aminoacidos (149-222) identificados
como sitios I, na MAO-B séo encontrados na cavidade de entrada do sitio catalitico
da enzima.

Muitos relatos na literatura demonstram que derivados imidazolinicos sao
capazes de alterar a atividade da MAO, como é o caso dos compostos 2-BFI (2-
benzofurano-2-il-4,5-diidro-1H-imidazol) e BU224  (2-(4,5-diidro-imidazo-2-il)-
quinolina) que inibem a enzima de maneira ndo-seletiva. Estes efeitos sdo atribuidos
a interacdo com sitios |, de alta afinidade, localizados na MAO-B (l;g) e sitios
similares, de baixa afinidade, localizados na MAO-A (Iza). Além disso, estudos
mostram que em determinados tecidos, os sitios I, ndo apresentam relagdo com a
MAO-B, sugerindo que exista diferentes subpopula¢des da MAO, uma com sitios I, e
outra sem.

Assim, o estudo de compostos imidazolinicos, que interajam com sitios
especificos |, e que sejam capazes de alterar a atividade da MAO em determinados
tecidos, pode ser de grande interesse como novos inibidores da MAO. Além disso, o
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entendimento dos mecanismos de interagdo que envolve essas duas proteinas
(sitios I, e MAO) pode auxiliar o desenvolvimento de uma nova classe de agentes
terapéuticos Uteis no tratamento de neuropatologias como as doencas de Parkinson

e Alzheimer, bem como em doencgas afetivas, como a depresséao.
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2. OBJETIVOS

Levando em consideragdo que substancias que possuem nucleo imidazolinico
sdo capazes de inibir a atividade da MAO possivelmente por interagcdo com sitios I,
o principal objetivo deste trabalho é:

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de compostos 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazois sobre a

atividade da enzima monoamina oxidase in vitro.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar o efeito de compostos 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazéis sobre a
atividade da MAO in vitro em cérebro e figado de ratos;

» Avaliar a possivel reversibilidade da inibicdo da MAO in vitro pelos compostos
2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazois, em cérebro de ratos;

> Avaliar as possiveis alteragbes de alguns parametros cinéticos da atividade
da MAO na presenca de compostos 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazéis,

em cérebro de ratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Monoamina Oxidase

A monoamina oxidase (MAO) (E.C: 1.4.3.4) é uma enzima que contém FAD e
esta localizada na membrana externa da mitocéndria em neurénios, glia e outras
células. Ela catalisa a desaminacdo oxidativa de aminas biogénicas, como
monoaminas neurotransmissoras (serotonina, norepinefrina, dopamina) e
neuromoduladoras (B-feniletilamina), assim como monoaminas bioativas exdgenas
(tiramina) (SHIH et al., 1999). Em tecidos neuronais, a MAO participa na regulacao
dos niveis de neurotransmissores monoaminérgicos € regula o0s estoques
intracelulares de monoaminas. Em tecidos periféricos, como intestino, figado,
pulméo e placenta, a MAO protege o organismo oxidando aminas provenientes do
sangue ou prevenindo sua entrada na circulagdo sanguinea. Em microvasos da
barreira-hemato-encefalica (BHE), por exemplo, a MAO possui funcdo protetora
agindo como barreira metabdlica (Youdim et al., 2006a). Além disso, esta enzima é
responsavel pela biotransformacao de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP)
em 1-metil-4-fenilpirinium (MPP"), uma neurotoxina que causa Parkinson
(LANGSTON et al., 1984; FRITZ et al., 1985). Estudos recentes também mostram
gque a MAO participa em processos apoptoticos sendo que a inibicdo da sua
atividade pode suprimir a morte neuronal (DE ZUTTER et al., 2001).

A reacao catalisada pela MAO envolve a desaminacdo de monoaminas em
aldeido e amobnia (no caso de aminas primarias) e em aminas substituidas (no caso
de aminas secundarias), com geracdo de peréxido de hidrogénio (H.O;) (Figura 2).
O H;0,, formado quando o cofator FAD é reoxidado pelo oxigénio, geralmente é
inativado por enzimas como catalase e glutationa peroxidase. Entretanto, quando ha
um aumento na atividade ou expressao da MAO, o H,O; em alta quantidade pode
ser convertido por fons Fe?* em radicais hidroxilas (OH’) altamente reativos (Figura
3). Estes radicais sdo capazes de provocar efeitos deletérios que podem causar
dano e morte neuronal. Ja o aldeido formado é rapidamente metabolizado pela
enzima aldeido desidrogenase a metabdlitos 4cidos. Estes metabdlitos &cidos (acido
5-hidréxi-3-indol acético a partir de 5-HT, ou &cido 3,5-diidroxifenil acético a partir de
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DA) podem ser utilizados para medidas da atividade da MAO in vitro e in vivo
(YOUDIM et al., 2006b).

H202 02 +H*
<Z N

FAD FADH,

QU7

RCH,NR;R, —— RCHO + NHR;R,
l

RCOOH

Figura 2 — Metabolismo de monoaminas através desaminacao oxidativa realizada pela MAO.
RCH2NR1R2: amina priméria; MAO: monoamina oxidase; RCHO: derivado aldeido; NHR;R;: amina
substituida ou aménia; ADH: aldeido desidrogenase; RCOOH: derivado &cido; FAD: dinucleotideo
flavina-adenina; FADH,: cofator FAD reduzido; O,: oxigénio; H,O,: perdxido de hidrogénio (YOUDIM
et al., 2006).

Outros
MAO processos -
oxidativos Reagoes
com
\ J lipideos
teinas
FeZo pro
H 2 02 el OH’ :f:\ DNA
Aumenta
ﬂ Estress
GSH Oxidativo
GPO l
GSSG ﬂ
Morte
H,O0 + O, neuronal

Figura 3 — Mecanismo de neurotoxicidade induzido por ferro e perdxido de hidrogénio, via
reacdo de Fenton. MAO: monoamina oxidase; H,O,: peréxido de hidrogénio; GPO: glutationa
peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; H,O: agua; O,: oxigénio; Fe*": fon
ferro; OH': radical hidroxila (Adaptado de YOUDIM et al., 2006).

Baseado nas evidéncias de estudos conduzidos com varios inibidores,
Jonhston (1968) conclui que a MAO consiste de um sistema binario de enzimas,
designadas MAO-A e MAO-B. Estas duas formas da MAO distinguem-se pela sua
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seletividade a substratos e inibidores, e distribuicdo tecidual. MAO-A é inibida
irreversivelmente por baixas concentracdes de clorgilina e catalisa preferencialmente
a oxidacdo de serotonina (FOWLER et al.,, 1982), enquanto MAO-B é inativada
irreversivelmente por baixas concentracdes de selegilina (L-Deprenil) e
preferencialmente oxida B-feniletilamina e benzilamina (KNOLL & MAGYAR, 1972).
A tiramina, a triptamina e a dopamina sao igualmente metabolizadas por ambas as
formas da enzima (YOUDIM, 2006a). Entretanto, em humanos a dopamina €
oxidada preferencialmente por MAO-B (GLOVER, 1977) e em roedores é oxidada
pela MAO-A (JOHNSTON 1968; NEFF & YANG 1974), mas na maioria das espécies
ela pode ser metabolizada por ambas isoformas da enzima (O"CARROLL, 1983).
Contudo, h&d numerosas excec¢fes a essa regra pelo fato de a especificidade da
MAO aos substratos depender da concentracdo, afinidade e renovacdo dos
substratos, além de depender da concentracdo da enzima (TIPTON et al., 1987).

A distribuicdo da MAO no cérebro apresenta pequenas variagdes entre as
espécies. MAO-A ¢, predominantemente, encontrada em regiées com alta
densidade de neurdnios catecolaminérgicos como lécus ceruleus, substancia negra
e regibes periventriculares do hipotalamo. Além disso, MAO-A esta co-localizada
com a enzima dopamina-beta-hidroxilase, que converte dopamina em noradrenalina
(WECKER et al., 2001). Em contraste, estudos imunohistoquimicos mostram que
neurdnios serotoninérgicos (células do nucleo dorsal da rafe) e astrocitos contém
predominantemente MAO-B (WESTLUND et al., 1985; SAURA et al., 1996; JAHNG
et al., 1997). Em relacdo a sua distribuicdo em tecidos periféricos, a MAO varia
dentro de um mesmo organismo. Alguns tecidos como plagquetas de humanos ou rim
e figado de bovinos, apresentam maior quantidade de MAO-B (GRIMSBY et al.;
1990). Ja outros, como o intestino e a placenta humana e a tiredide de bovinos
predomina MAO-A (SIVASUBRAMANIAM et al., 2003; NAGATSU, 2004).

As isoformas da MAO, MAO-A e MAO-B sao codificadas por dois genes
diferentes, localizados no cromossomo X (Xpl1.23), cada um compreendendo 15
éxons com idéntica organizacdo introns-exons (GRIMSBY et al., 1991), sugerindo
gue as isoformas sédo derivadas a partir de uma duplicagdo de um mesmo gene
ancestral. MAO-A e MAO-B humanas sao formadas por 527 e 520 aminoacidos,
respectivamente, e apresentam 70% da sequéncia de aminoacidos idéntica (BACH
et al., 1988). A sequéncia de aminoacidos da MAO-A de humanos (BACH et al.,
1988; HSU et al., 1988), bovinos (POWELL et al., 1989) e ratos (KUWAHARA et al.,

11
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1990) é altamente conservada (>87% idénticas). A seqliéncia de aminoacidos da
MAO-B de humanos (BACH et al., 1988) e ratos (ITO et al., 1988) também é
altamente conservada (88 % idénticas).

A partir da obtencé&o de formas cristalizadas das isoformas da enzima (BINDA
et al, 2003; MA et al., 2004; DE COLIBUS et al., 2005; SON et al., 2008) foi possivel
estabelecer a estrutura tridimensional das isoformas da MAO de ratos e de
humanos, bem como predizer residuos importantes para a formacéo do sitio ativo e
0s responsaveis pela especificidade a substratos e inibidores. A MAO-A de rato e a
MAO-B humana cristalizam como dimeros (Figura 4), com similar interacdo
mondmero-mondmero. No entanto, a MAO-A humana cristaliza como um mondmero
(Figura 4). Isto reflete a diferengca de aminoacidos na posi¢cdo 151 (a MAO-A de rato
possui um residuo de acido glutamico, enquanto a MAO-A humana possui uma
lisina). Devido a esta mudanga, a MAO-A humana resulta em um estado de
mondémero, pois este residuo estd presente na interface do dimero em MAO-A de
rato e MAO-B de humanos (ANDRES, 2004).

A Cirer

Figura 4 — Estrutura da MAO-A (A) e da MAO-B (B) humanas. Cter: por¢do C-terminal; Nter:
porcao N-terminal (EDMONDSON et al., 2007).

Como mostrado na Figura 4, a MAO possui trés dominios bem definidos: o
dominio do substrato (vermelho), o dominio flavina (azul) com o grupamento flavina
em amarelo representando o dominio de ligagdo dos inibidores cldssicos, e o
dominio de membrana (verde) (BINDA et al., 2002). O grupamento flavina

12
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apresenta-se covalentemente ligado a um residuo de cisteina 406 no caso da MAO-
A, ou 397 no caso da MAO-B. Além disso, as por¢des C-terminais sédo alfa-hélices
transmembranas que ancoram a enzima na membrana externa da mitocondria, com
o0 restante da proteina exposta ao citosol. A entrada do substrato ou inibidor no sitio
ativo ocorre perto da interseccdo da enzima com a superficie de membrana
mitocondrial (YOUDIM et al., 2006). Embora, os dados estruturais da MAO humana
e MAO de rato apresentem algumas similaridades, como predito pela sua alta
sequéncia homodloga, algumas diferencas em relacdo as formas e dimensdes das
cavidades dos sitios de ligacdo a substrato/inibidor podem afetar as interacdes com
inibidores (DE COLIBUS et al., 2005).

3.2. Desenvolvimento de Inibidores da MAO

O primeiro inibidor da MAO introduzido na clinica foi a iproniazida (Figura 5).
Ela foi sintetizada em 1951 como um anélogo da isoniazida, uma droga usada no
tratamento da tuberculose (SELIKOFF et al.,, 1952). Mudangas no humor foram
observadas durante o tratamento cronico de pacientes com tuberculose que
recebiam a iproniazida. Estes efeitos de elevagdo do humor conduziram a uma
triagem clinica em pacientes depressivos, que mostrou uma utilidade clinica da
iproniazida como um farmaco antidepressivo (CRANE, 1956)

A partir deste achado, durante os anos 1950 passou-se a desenvolver outros
derivados hidrazinicos (Figura 5) inibidores da MAO para o tratamento da
depressédo, como a fenelzina, e a isocarboxazida. Contudo, os relatos de toxicidade
hepética, crises hipertensivas, de hemorragia e, em alguns casos, de morte,
resultaram na retirada do mercado de muitos farmacos da primeira geragdo de
inibidores da MAO. A toxicidade hepatica, associada especificamente com inibidores
derivados hidrazinicos, foi evitada pelo desenvolvimento de inibidores néao-

hidrazinicos, como tranicilpromina e pargilina (Figura 5) (ROBINSON, 2002).
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Figura 5 — Estruturas quimicas de inibidores irreversiveis da MAO

Entretanto, as crises hipertensivas continuaram a ocorrer,

Este efeito
colateral, chamado de reacdo do queijo, ocorre quando a tiramina e outras aminas

simpatomiméticas, que sdo encontradas em alimentos fermentados como queijo (DA
PRADA et al., 1988), entram na circulagdo, e potencializam a atividade

cardiovascular simpatica pela liberacdo de noradrenalina (Figura 6). Normalmente,
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estas aminas sdo metabolizadas pela MAO-A presente no intestino e no figado. No
entanto, com o uso de inibidores irreversiveis, a MAO-A fica constantemente inibida,
inviabilizando o metabolismo destas aminas exogenas (YOUDIM & WEINSTOCK,
2004).

" Tiraminaingerida ‘

adrenergico
/ \ damedula
Metabolismo da Metabolismo da ventro-lateral
tiramina pela tiramina pela L-DOPA
MAO-A (80%) e MAO-A (50%) e
MAO-B (20%)no  MAO-B (50%) no
intestino figado

T

Inibidores
daMAO-A

Aumento detiraminana
circulacdo sanguinea
o 0

. Vesicula
sinaptica

Transportador

de amina o o Recaptagdo de

o horadrenalina
° o

Metabolism o da tiram ina

pela MAO-A endotelial Receptores adren érgicos

Figura 6 — Mecanismo de potencializagdo dos efeitos cardiovasculares causados pela
tiramina: a “reacdo do queijo”. Inibidores da MAO inibem a MAO-A intestinal, hepética e endotelial,
aumentando a captacgéo de tiramina pelos neurénios pré-sinatico, causando um aumento na liberagao
de noradrenalina (adaptado de YOUDIM et al., 2006).

A segunda geracao de inibidores da MAO emergiu com a descoberta de
inibidores seletivos para as formas A e B da enzima. Neste momento, surgiram dois
importantes inibidores que auxiliam até hoje os estudos de inibicdo da MAO. Estes
inibidores sdo a clorgilina e a selegilina (Figura 5), inibidores seletivos da MAO-A
(JOHNSTON, 1968) e MAO-B (KNOLL et al., 1965), respectivamente. A clorgilina foi
bastante utilizada como antidepressivo e ansiolitico (ZISOOK, 1985). J& a selegilina
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ainda € amplamente estudada e utilizada como adjuvante no tratamento da doenca
de Parkinson, em combinagdo com a L-DOPA (TETRUD & LANGSTON, 1989;
WATERS et al., 2004; ONDO, 2006). Diferentemente dos inibidores néo-seletivos da
MAO, os inibidores seletivos de MAO-B ndo apresentam efeitos colaterais como a
reacdo do queijo, em razdo do intestino conter pouco MAO-B e a tiramina ser
efetivamente metabolizada pela MAO-A intestinal. No entanto a selegilina, devido
ser um analogo estrutural da anfetamina, € metabolizada in vivo em L-anfetamina e
L-metanfetamina (REYNOLDS et al., 1978), metabdlitos potencialmente toxicos,
possuindo ac¢des simpatomiméticas semelhantes a anfetamina (SIMPSON, 1978;
FINBERG et al., 1981). A rasagilina (Azilect®, Industrias Farmacéuticas Teva, Israel)
(Figura 5) € também um inibidor seletivo e irreversivel da MAO-B (YOUDIM et al.,
1995; STERLING et al., 1998), pertencente & segunda geracdo de inibidores e,
diferente da selegilina, € um derivado aminoindol que nao gera metabdlitos
anfetaminicos (FINBERG & YOUDIM, 2002). Muitos estudos tém comprovado a
eficacia da rasagilina no tratamento da doenca de Parkison, sendo aprovada desde
2005, em alguns paises, como monoterapia ou como terapia adjuvante com L-DOPA
(FERNANDEZ et al., 2007).

Todos os inibidores da MAO originais, da primeira e segunda geracdo, séo
inibidores enzimaticos irreversiveis. Estas substancias ligam-se a MAO formando
uma ligacdo covalente com o sitio ativo da enzima, destruindo definitivamente a
funcdo desta enzima (KEARNEY et al., 1971, BACH et al.,, 1988). A atividade
enzimatica so é restabelecida apds a sintese de novas moléculas de MAO. Algumas
vezes estes inibidores sdo chamados "suicidas", porque, uma vez a enzima ligando-
se ao inibidor, este, em esséncia, comete suicidio, pois ndo mais exercera sua
funcdo até que nova molécula de enzima seja sintetizada pelo ndcleo da célula
(FINBERG et al., 1980; KYBURZ, 1990). Além disso, estes inibidores da MAO
tendem a perder a seletividade inicial com doses maiores ou com administracoes
repetidas. Dessa forma, as a¢0es produzidas pelo uso destes compostos podem ter
limitacbes importantes na terapia, como efeitos nervosos centrais (insonia,
irritabilidade, agitacdo, hipomania, supressdo do sono REM), disfungbes
cardiovasculares (hipotenséo ortostatica), reacdes hipertensivas graves e distarbios
sexuais (CESURA et al., 1992; STROLIN-BENEDETTI et al., 1992).

Durante os anos 80, uma terceira geracdo de inibidores da MAO foi

desenvolvida: os inibidores seletivos reversiveis. A partir de consideracdes tedricas,
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esperou-se gue estes inibidores possuissem alta seletividade ao longo de uma vasta
faixa de doses e durante o uso crénico, induzindo minimos efeitos adversos. O
desenvolvimento de inibidores seletivos e reversiveis da MAO propiciou a perda de
muitos efeitos colaterais, de nivel central e periférico. Alguns inibidores da MAO-B
reversiveis, como lazabemida (Figura 7) foram desenvolvidos (SAURA et al., 1994).
A lazabemida € um inibidor altamente seletivo da MAO-B, e diferente da selegilina,
nao é metabolizado em compostos ativos (CESURA et al., 1996). Além disso, 0s
inibidores da MAO-B sao alvos de grandes pesquisas para o tratamento de doengas
como Parkinson. Isto é devido a MAO-B, primeiramente, corresponder a 80% da
atividade da MAO total em cérebro de humanos. Ainda, a MAO-B é a principal
responsavel pela degradacéo da B-feniletilamina, uma amina endégena que estimula
a liberagcdo de dopamina e inibe sua recaptacdo. Assim, a inibicdo da MAO-B
possibilita um aumento nos niveis de dopamina, melhorando a transmissao
dopaminérgica, tdo prejudicada na doenca e Parkinson (CHEN & SWOPE, 2005).

Alguns inibidores reversiveis da MAO-A também foram desenvolvidos como a
moclobemina, a toloxatona, a befloxatona, a cimoxatona e a brofaromida (Figura 7).
Estes inibidores conseguem bloquear MAO-A no sistema nervoso central (SNC)
suficientemente para obter efeitos antidepressivos, enquanto a tiramina provinda da
dieta é capaz de deslocar o inibidor da MAO-A periférica, permitindo seu
metabolismo (ANDERSON et al.,, 1993). No entanto, estes inibidores ainda
desenvolvem outros tipos de reacgbes adversas. No caso da moclobemida, por
exemplo, estes efeitos adversos incluem: distlrbios do sono, aumento da ansiedade,
agitacdo e dor de cabeca (YAMADA & YASUHARA, 2004).
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Figura 7 — Estruturas quimicas de inibidores reversiveis da MAO.

Nas duas ultimas décadas, um grande numero de inibidores da MAO que

incluem inibidores

desenvolvidos.

reversiveis e

irreversiveis da MAO-A e MAO-B foram

Muitos j& mostraram possuir valor terapéutico em diversas

condi¢des, incluindo doengas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e a

doenca de Alzheimer, e doencas afetivas como a depressdo. Contudo, estudos

continuam buscando novas moléculas, de diferentes classes quimicas (SOUTHAM
et al., 2005; BERG et al., 2007;GOKHAN-KELEKCI et al, 2007; CHIMENTI et al.,
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2006; MANNA et al., 2002; WOUTERS et al.,, 1997, ATOMARE et al.,, 1998;
CARRIERI et al., 2002) capazes de inibir as isoformas da MAO de maneira seletiva,
potente, reversivel, e ausentes de efeitos adversos. Diante disso, muitos estudos
ressaltam uma classe quimica de compostos como tendo um importante papel sobre
a atividade da MAO. Este grupo de compostos sao substancias que apresentam, em
comum, um nucleo imidazolinico (Figura 8) (CARPENE et al., 1995; HARFENIST et
al., 1996; LALIES et al., 1999; OZAITA et al., 1997; PATERSON et al., 2007; BOUR
et al., 2006; GHAZALEH et al., 2007; RAASCH et al., 1999). Embora se acredite que
estes compostos ndo interajam com a enzima da mesma forma que os inibidores
classicos, muitos estudos tratam este grupo de compostos como uma nova

ferramenta de inibicdo da MAO.

3.3. Sitios Imidazolinicos

A proposta da existéncia de sitios imidazolinicos surgiu a partir de estudos
realizados para entender as acgbOes da clonidina (Figura 8), um agente anti-
hipertensivo de agdo central e quimicamente uma imidazolina. E descrito na
literatura que varios compostos com nucleo imidazolinico (Figura 8) ou guanidinicos
podem possuir efeitos farmacoldgicos via interacdo com a-adrenoceptores e
sistemas de transporte de ions (TIMMERMANS & VAN ZWIETEN, 1982;
CANTIELLO & LANIER, 1989). Entretanto, dados provenientes de uma série de
abordagens diferentes, indicam a existéncia de proteinas de ligacdo que
reconhecem seletivamente ligantes desta classe quimica e que podem contribuir

para alguns efeitos farmacoldgicos obtidos por estes compostos.

NUCLEO IMIDAZOLINICO ESTRUTURA QUIMICA DA CLONIDINA
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Figura 8 — Estrutura quimica do ndcleo imidazolinico e da clonidina.
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Uma das primeiras demonstracdes da funcionalidade de sitios imidazolinicos
foi proposta por Bousquet e colaboradores em 1984 (BOUSQUET et al., 1984).
Neste estudo, os pesquisadores compararam as ac¢des hipotensivas produzidas por
microinjecdes de uma série de agentes, entre eles a clonidina, que diferiam na
estrutura quimica e/ou nas acdes em receptores a-adrenérgicos, no cérebro de
gatos anestesiados. O local da injecdo, a medula rostral ventrolateral (RVL), foi
importante, pois esta regido € o principal sitio de acdo da clonidina na pressao
arterial (REIS, 1995). Através de uma cuidadosa analise de estrutura-atividade, os
autores concluiram que a hipotenséao induzida pelas drogas ndo estava relacionada
as acbes dos agentes como agonistas de receptores az-adrenérgicos, mas sim a
estruturas imidazolinicas. Isto os levou a sugerir que deveria existir alguma forma de
relagdo estrutura-atividade que indicaria a existéncia, nesta regidao da medula
oblongata, de sitios com preferéncia por estruturas imidazolinicas (BOUSQUET, et
al., 1984).

Nos anos subsequentes, a caracterizagdo farmacoldgica, através de ensaios
de ligacdo especifica, veio corroborar o proposto por Bousquet. Em 1987,
Ernsberger e colaboradores (ERNSBERGER et al., 1987) usando o radioligante [*H]-
para-aminoclonidina ([*H]-PAC) revelou sitios, em cérebro de bovinos, que s&o
operacionalmente diferentes de ajy-adrenoceptores. No mesmo ano, Boyajian e
colaboradores (BOYAJIAN et al., 1987), em um estudo auto-radiogréfico, reportaram
que sitios marcados, no cérebro, por [*H]-idazoxan, um antagonista imidazolinico de
receptores a,-adrenérgicos, foram mais abundantes que aqueles marcados por [*H]-
rauwolscina, um antagonista n&o-imidazolinico altamente seletivo aj-adrenérgico.
Dois anos depois, em 1989, Wikberg (1989) mostrou a presenca de sitios de ligacdo
n&o-adrenérgicos para [°H]-idazoxan em cérebro de porquinho-da-india.

Entretanto, os sitios marcados por [*H]-idazoxan ou [*H]-PAC n&o
reconhecem catecolaminas ou outros ligantes seletivos para receptores ap-
adrenérgicos, possuindo propriedades farmacoldgicas distintas. Por exemplo, a
clonidina e a fentolamina ligam com alta afinidade a sitios marcados por [°H]-PAC
(ERNSBERGER et al., 1987), mas com baixa afinidade a sitios reconhecidos por
[*H]-idazoxan (WILKBERG & UHLEN, 1990). Em contraste, cirazolina, um composto
imidazolinico, possui um perfil oposto. Embora se acredite que sitios reconhecidos
por [*H]-clonidina ou [°*H]-PAC e [*H]-idazoxan representem diferentes receptores, 0
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consenso geral presente é de que estes sitios de ligacdo ndo-adrenérgicos estao
estreitamente relacionados e sdo denominados genericamente como receptores
imidazolinicos (ATLAS, 1991), sitios com preferéncia a imidazolinas (BRICCA et al.,
1989), receptores imidazéis (ERNSBERGER et al., 1987) ou sitios receptivos a
substancias imidazolinicas e guanidinicas (IGRSs) (COUPRY et al., 1990). Todavia,
ndo se deve assumir que estes sitios representem receptores, mas sim que eles
possam representar proteinas com outras fungées, que também possuam regides de
reconhecimento para ligantes imidazolinicos.

Um exame cuidadoso destes sitios sugere que eles sdo formados por pelo
menos trés populagbes, denominadas sitios imidazolinicos 13, I, e I3 (MICHEL &
ERSNBERGER, 1992; MORGAN et al., 1995.). Cada familia difere nas propriedades
de reconhecimento de seus ligantes, na distribuicdo tecidual, e possivelmente na
sua localizacdo dentro da célula. Os sitios |;, classicamente reconhecidos por
clonidina, foram primariamente localizados no cérebro, em membranas plasmaticas
celulares, e parecem estar associados com a regulacdo da pressdo sanguinea
(BOUSQUET, 2001). Os sitios |, apresentam uma maior distribuicdo, e estdo
associados com diversos papéis funcionais. Algumas evidéncias suportam uma
associacdo com a enzima monoamina oxidase, creatina quinase e enzimas amina
oxidases sensiveis a semicarbazida soluveis (TESSON et al., 1995; KIMURA et al.,
2003; HOLT et al., 2004). Ja a terceira familia destes sitios, os sitios imidazolinicos
I3, estdo localizados nas células beta do pancreas e estudos mostram que estes
sitios parecem modular a secrecdo de insulina dependente de glicose (CHAN et al.,
1991), provavelmente via uma interacdo com canais de potéssio sensiveis a ATP.

A identificacdo das trés familias de sitios imidazolinicos levanta questfes
sobre a existéncia de ligantes enddgenos para estes novos sitios. Em 1984, Atlas e
Burstein purificaram parcialmente uma substancia do cérebro que deslocava [*H]-
clonidina competitivamente, com alta afinidade. O material de estrutura
desconhecida foi chamado de substancia deslocadora de clonidina (CDS). Meeley e
colaboradores (1986) confirmaram a presenca de material semelhante a clonidina
em cérebro de bovinos e foram os primeiros a demonstrar que o material pode ligar-
se com alta afinidade ndo apenas a ap-adrenoceptores, mas também em sitios
imidazolinicos, agindo dessa forma como a “clonidina prépria do cérebro”. Em 1994,
uma molécula de estrutura conhecida com propriedades de ligagdo semelhantes a
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uma CDS foi isolada a partir de cérebro de bovinos. Esta molécula foi identificada
sendo a agmatina (Figura 9) (LI et al., 1994).

No entanto, a agmatina é apenas uma das varias moléculas nativas que
podem interagir com sitios imidazolinicos e que séo tratadas como possiveis ligantes
endogenos dos sitios imidazolinicos. Estudos mostraram que certas substancias
chamadas B-carbolinas (Figura 9) exibem alta afinidade para sitios de ligacdo
imidazolinicos |; e I, (HUDSON et al.,, 1999a; HUBBANDS et al., 2001). Estes
achados aliam-se ao fato de que algumas [-carbolinas que apresentam alta
afinidade também séo encontradas endogenamente em tecidos de mamiferos
(AIRAKSINEN & KARI, 1981), criando a possibilidade que elas possam representar
ligantes enddgenos para estes sitios.

0 H CHg3
N
HZC\/\/\ )I\ Z N
N NH, I
H NS
AGMATINA HARMANA ( B-CARBOLINA)

Figura 9 — Estrutura dos possiveis ligantes enddgenos dos sitios imidazolinicos.

Além disso, nos ultimos anos, muitos estudos vém mostrando acgdes
funcionais das B-carbolinas e sua relacdo com sitios imidazolinicos. Entre estes
estudos, destacam-se suas acdes sobre a modulacdo da temperatura corporal
(ROBINSON et al., 2003), capacidade de induzir respostas hipotensivas (GLENNON
et al.,, 2000), modulacdo dos niveis de monoaminas em regides cerebrais
especificas (ADELL et al., 1996; HUDSON et al., 1999b), capacidade de reduzir
parametros associados com sindrome de retirada da morfina (HUDSON et al.,
1999b; CAPPENDIKJ et al., 1994), modulacdo da secrecao de insulina (JACKSON &
NUTT, 1996) e consumo de comida (EDWARDS, 2003; ROMMELSPACHER et al.,
1977).
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3.4. Sitios Imidazolinicos | »

O avanco na descoberta de novos ligantes seletivos para sitios
imidazolinicos I, proporcionou maior entendimento sobre a funcéo, localizacdo e
distribuicdo destas proteinas. Um destes ligantes € o 2-BFI (Figura 10), que possuli
alta afinidade para sitios |, e tem sido usado para caracteriza-los em varias espécies
incluindo humanos (HUDSON et al., 1995; LIONE et al., 1996; HOSSEINI et al.,
1997). O BU224, o BU239, o LSL60101 e o RS45041 (4-cloro-2-(imidazolina-2-
il)isoindolina) (Figura 10) também sé&o ligantes seletivos com alta afinidade de sitios
I, (MACKINNON, et al., 1995; HUDSON et al., 1999) e exibem dados comparaveis
aos observados para o composto 2-BFI em estudos auto-radiograficos. Em
contraste, os agentes com alta seletividade para sitios |;, como clonidina, para-
aminoclonidina, fentolamina, rilmenidina, moxonidina e cimetidina, possuem uma

baixa afinidade (Ki=1-100 pM), e catecolaminas e histamina ndo se ligam a estes
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Figura 10 — Estrutura quimica de ligantes seletivos de sitios I,
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Os sitios I, foram identificados em muitos 6rgaos, tecidos e tipos celulares,
como cortex cerebral (WIKBERG et al., 1990), astrécitos (REGUNATHAN et al.,
1993a), rim (COUPRY et al., 1990), figado (ZONNENCHEIN et al., 1990), medula
adrenal (REGUNATHAN et al., 1993b), plaquetas (MICHEL et al., 1989), adipdcitos
(MACKINNON et al., 1989), células pancreéaticas (CHAN et al., 1995), préstata
(REGUNATHAN et al., 1995), placenta (DIAMANTE t al., 1992), uretra
(YABLONSKY et al., 1991), células vasculares (REGUNATHAN et al., 1995). Além
disso, estudos realizados com compostos guanidinicos, amilorida e guanabenzo,
demonstram que ha dois subtipos de sitios I,: I,a, sensivel a amilorida; I,g, insensivel
a amilorida (DIAMANT et al., 1992; MIRALLES et al., 1993; REGUNATHAN et al.,
1993; OLMOS et al., 1999)

A nivel subcelular, os sitios imidazolinicos |, estdo associados a membrana da
mitocondria (TESSON et al., 1991a; LIMON-BOULEZ et al., 1992). Esta localizacao
nao é comum, sendo compartilhada apenas por receptores benzodiazepinicos do
tipo periférico. Entretanto, sitios I, e receptores benzodiazepinicos diferem, pois o
composto PK11195, ligante com alta afinidade pelo ultimo, ndo se liga a sitios I,
(TESSON et al., 1991a). Embora muito bem distribuido, tanto no cérebro como em
tecidos periféricos, os sitios I, ndo sdo expressos em todos os tecidos (TESSON et
al., 1992), mesmo aqueles ricos em mitocondrias. Assim, nem todas as mitocondrias
dos tecidos expressam sitios I, indicando a variabilidade de alguns 6rgdos com
respeito a localizacdo subcelular.

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos de transdugé&o de sinal acoplados
aos sitios I,. O fato de que a ligacdo aos sitios ndo é modificada por GTP ou seus
analogos (DE VOS et al.,, 1994; BRICCA et al., 1993), que os sitios estdo na
mitocOndria, e que a exposicdo de tecidos a ligantes dos sitios falha em aumentar a
acumulacdo de segundos mensageiros como nucleotideos ciclicos ou fosfatos de
inositol (REGUNATHAN et al., 1991) indicam que este sitio ndo esta acoplado a
proteina G. Estudos mostram que o tratamento de células adrenais cromafins com
ligantes dos sitios produz um lento aumento dose-dependente do influxo de célcio
(REGUNATHAN et al., 1991), associado a liberacdo de catecolaminas, sugerindo
gue sitios I, possam regular célcio intracelular, possivelmente por influenciar os
estoques mitocondriais. Acredita-se também que outros ions possam estar
envolvidos. Estudos com células tubulares proximais renais indicam que o idazoxan

e a cirazolina inibem a reabsor¢cdo de sodio por mecanismos ndo-adrenérgicos
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(BIDET et al., 1990). Além disso, a ligacdo a sitios I, € sensivel ao ion potassio ou a
drogas que agem em canais de potassio (ATLAS, 1991) sugerindo alguma
associacdo com canais de potassio. Corroborando esta hipétese, estudos mostram
gue compostos imidazolinicos sdo capazes de regular canais de potassio sensiveis
a ATP (Katp) em células pancreaticas (DUNNE, 1991; IBBOTSON et al., 1993).

Embora néo esteja clara a funcéo fisiologica destes sitios, alguns efeitos dos
ligantes seletivos I, séo relatados. Entre estes, destacam-se: indugao de hiperplasia
astrocitica em cérebro de ratos adultos (ALEMANY et al., 1995b), reducdo da
penumbra apOs isquemia cerebral global ou focal (GUSTAFSON et al.,, 1989;
MAIESE et al., 1992); atenuacdo da tolerancia a antinocicep¢do induzida por
opidides (BORONAT et al., 1998); papel neuroprotetor (BORONAT et al., 1998),
aumento do consumo de alimento (BROWN et al., 1995); entre outros.

3.4.1. Relag&o Funcional entre Sitios I, e MAO

A partir da demonstracdo que sitios de ligacdo imidazolinicos |, estdo
presentes na membrana mitocondrial externa (TESSON et al., 1991b), muitos
estudos geraram evidéncias de que estes sitios estdo relacionados com a enzima
monoamina oxidase. Entre as evidéncias destacam-se as seguintes: 1) 0 peso
molecular aparente dos dois subtipos de sitios |, (60-61 e 55 kDa) correspondem
aos observados para MAO-A e MAO-B (LANIER et al., 1993); 2) as duas entidades
sdo co-purificadas usando diferentes procedimentos cromatograficos (TESSON et
al., 1991a); 3) a purificacdo parcial da sequéncia de aminoacidos dos sitios I, indica
homologia com a MAO (TESSON et al., 1995); 4) a expressdo da MAO em cultura
resulta na geracdo de sitios I, (TESSON et al.,, 1995); 5) proteinas de ligacao
imidazolinica |, foto-marcadas podem ser imunoprecipitadas com anticorpo
monoclonal para MAO-A e MAO-B (RADDATZ et al., 1995); 6) o inibidor irreversivel
da MAO, clorgilina, desloca com alta afinidade e irreversivelmente os sitios I,z mas
ndo o subtipo I,a (OLMOS et al., 1993; 1996); 7) tratamento crénico com varios
inibidores irreversiveis da MAO causam uma diminuicdo na densidade (down-
regulation) de sitios I, em cérebro de ratos (OLMOS et al., 1993; ALEMANY et al.,
1995a); 8) a distribuicdo regional de sitios I, em cérebro de ratos e humanos,
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correlaciona-se com a de MAO-B, mas ndo com a de MAO-A, e a densidade de
sitios I, e MAO-B, mas ndo MAO-A, aumenta em cérebro humano durante o
processo de envelhecimento (SASTRE & GARCIA-SEVILLA, 1993; 1997).

Outro fato que mostra a relacdo importante entre sitios I, e MAO, é a
capacidade de ligantes |, inibirem reversivelmente a enzima (CARPENE et al., 1995;
OZAITA et al., 1997; LALIES et al., 1999; RAASCH et al.,, 1999.). Entretanto,
concentracfes relativamente altas de ligantes imidazolinicos sdo necessérias para
provocar efeitos na atividade da enzima. Certos compostos imidazolinicos inibem de
maneira ndo-competitiva a enzima, em concentracbes de 100 a 1000 vezes mais
alta que os valores de K; determinados em estudos de radioligacdo para sitios
imidazolinicos. (TESSON et al., 1995; CARPENE et al., 1995).

Embora esteja estabelecida uma importante associagdo dos sitios I, com
MAO-A e MAO-B, a natureza exata desta interacdo ainda ndo est4 bem esclarecida
(TESSON & PARINI, 1991; TESSON et al.,, 1991, 1995; RADDATZ et al., 1995;
RADDATZ & LANIER, 1997a). No entanto, a conclusdo comum destes estudos
propde que cada subtipo de sitios |, encontra-se em determinada isoforma da MAO.
Dessa forma, os sitios l,g representariam sitios de alta afinidade encontrados na
MAO-B, entre os aminoacidos K149 e M222; enquanto, sitios de baixa afinidade,
sitios I,a, estariam presentes na MAO-A (Figura 11) (RADDATZ et al., 1995, 2000;
REMAURY et al., 1999; 2000).

Além disso, estudos mostram que os compostos imidazolinicos ndo agem
como substratos da enzima e ndo competem com inibidores radio-marcados pela
ligag&o na enzima (SASTRE & GARCIA-SEVILLA, 1993). Por esta raz&o, os autores
sugerem que o dominio de ligacdo I, na MAO néo esta localizado no sitio ativo da
enzima, no grupo prostético FAD, ou no dominio de ligacdo de inibidores classicos
da MAO (RADDATZ et la., 1995; LIMON-BOULEZ et al.,, 1996; RADDATZ &
LANIER, 1997). Acredita-se que o0s sitios |, na enzima representam sitios
regulatorios ainda desconhecidos capazes de modular a atividade enzimética
através de mecanismos inibitorios alostéricos (PARINI et al., 1996). Mais
recentemente, foi relatado, que a maioria dos residuos de aminoacidos identificados
como I, na MAO-B foram obtidos na entrada da cavidade do sitio ativo da enzima,
concordando com estudos cristalograficos (BINDA et al., 2002; MA et al., 2004).
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FIGURA 11 - Representagdo esquemdtica da MAO-B humana consistindo de 520
aminoécidos (cada circulo). O sitio de reconhecimento do dinucleotideo € localizado perto da porcao
amino terminal da proteina e o FAD é covalentemente atacado pelo C397. Associacdo da membrana

envolve a terminagdo carboxil da MAO-B. Os circulos sombreados representam o dominio de ligagao
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imidazolinico interagindo com [*’I]AZIPI (K149-M222); os circulos metade preenchidos indicam o

segmento da proteina (residuos 203-217) usados para gerar anticorpos antipeptideo. O inibidor
irreversivel da enzima, a pargilina, interage covalentemente com o cofator FAD. Inibidores reversiveis,
estruturalmente relacionados ao Ro-6327, interagem com o dominio da enzima aos arredores do sitio
de incorporagédo de FAD (V371-R412, circulos preenchidos). (RADDATZ et al., 1997).

As isoformas da MAO séao identificadas em uma grande variedade de tecidos
pelo uso de ensaios enzimaticos, de imunoreatividade e por inibidores radio-
marcados (BERRY et al., 1994). Em contraste, a distribuicdo tecidual de sitios I, é
mais restrita. Também, h& discrepancias em relacdo aos niveis de enzima
comparados a quantidade de proteinas de ligacao I, em um mesmo tecido (CESURA
et al., 1996; RADDATZ et al., 1995; 1997). No entanto, h4 varias explanacdes
possiveis para a observacdo que os sitios |, ndo sdo detectados igualmente em
todos os tecidos que expressam a enzima MAO: 1) a existéncia de isoformas
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adicionais de monoamina oxidase, gerada por variantes de edicdo de RNAmM
(“splicing”), que diferem no dominio da enzima que reconhecem ligantes
imidazolinicos; 2) modificacdes pos-traducionais da enzima em células especificas
onde os sitios |, séo seletivamente mascarados; 3) a existéncia de proteinas tecido-
especificas que alostericamente influenciam a acessibilidade dos sitios I,; e 4) a
ocupacdao de sitios I, por ligantes enddgenos que estao presentes em determinados
tecidos (RADDATZ et al., 1995).

Assim, ainda ndo estd claramente estabelecida a relacdo entre a MAO e 0s
sitios imidazolinicos. Contudo, acredita-se que de fato os sitios |, estdo presentes
em determinadas subpopula¢gdes da enzima (CESURA et al., 1996; RADDATAZ et
al., 1995, 1997). Portanto, sabendo que a localizagdo dos sitios |, parece ser uma
regido critica para a atividade da enzima, a manipulacdo especifica da MAO, através
destes sitios, representa um novo alvo terapéutico, dado o papel da enzima em
varias doencgas neurodegenerativas, do humor e comportamentais (FOLEY et al.,
2000).

3.4.2. Sintese de Novas Imidazolinas Seletivas I.

Devido ao importante papel funcional dos sitios imidazolinicos e a caréncia de
ligantes seletivos para estes, especialmente para sitios I, a sintese e a descoberta
de novas moléculas seletivas tornou-se um grande interesse para os pesquisadores.
Anastassiadou e colaboradores (2001) sintetizaram trés séries de imidazolinas
substituidas e avaliaram a seletividade destes compostos para sitios |I; e Iy, €
receptores a;. € ax-adrenérgicos.

O prototipo da primeira série destes compostos foi obtido a partir do composto
tolazolina (Figura 12), através da retirada do grupo metileno entre os anéis

imidazolinico e aromatico.
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Figura 12 — Esquema da obtenc¢éo do protétipo das trés séries de imidazolinas

Esta modificag@o estrutural resultou em um aumento da afinidade por sitios
imidazolinicos e na eliminacdo da poténcia por receptores a-adrenérgicos. A fim de
aperfeicoar este resultado, trés diferentes séries de imidazolinas foram preparadas

conforme descritos na Figura 13.
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Figura 13 — Farmacomodulacdo do 2-fenil-A%-imidazolina. (Anastassiadou et al., 1996).

Com base nos resultados do estudo de Anastassiadou (2001), compostos das
trés séries mostraram ser potentes e seletivos para sitios I,. Da série |, 0 composto
com grupo metil na posicao para do anel fenil apresentou um aumento marcante na

seletividade para I, quando comparado com analogos orto e meta. A presenca de
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um grupo fenil na posicdo para também se destacou com alta poténcia e
seletividade para ligacao a sitios I,.

A fim de estabelecer se a presenca do anel fenil € necesséria para a
seletividade dos compostos por sitios I,, este foi substituido por outros grupos
aromaticos e heterociclicos (Série Il e IlIl). O composto benazolina que apresenta o
grupamento aromatico naftil ja foi descrito como altamente potente para sitios
imidazolinicos. Das séries Il e lll, os melhores resultados foram obtidos por analogos
guinolinas, como o composto BU224, e inddl, e também para o composto 2-BFI, que
possui um grupamento benzofurano e ja foi descrito como altamente seletivo para
sitios I,. Porém ndo se sabe se estes ligantes seletivos |, alteram a atividade da
MAO.

Assim, o trabalho citado acima é apenas um dos varios estudos de sintese
direcionada de ligantes I,. Dessa forma, levando em conta a comprovada interacéo
entre sitios I, e MAO, e que muitos ligantes seletivos sdo capazes de modificar a
atividade da enzima, alterada em muitas doencgas, surge um grande interesse em
estudar os efeitos de novos compostos imidazolinicos sobre a atividade da MAO.
Estudos com novas moléculas proverdo mais evidéncias a respeito da verdadeira

interacdo entre os sitios I, e a enzima MAO.

3.4.3 Métodos de Sintese de Novos Inibidores da MAO.

Na dultima década, cada vez mais, pesquisadores tém buscado obter
compostos por uma via sintética mais limpa, rapida e com bom rendimento. A
utilizacdo de ultrasom como fonte de energia para acelerar reacdes sinteticamente
Uteis mostrou-se uma boa alternativa (MANSON, 1997; CELLA et al., 2006; GUZEN
et al., 2007). Comparada com métodos tradicionais de sintese, esta técnica é mais
apropriada considerando-se 0s conceitos quimicos ambientais (CINTAS et al.,
1999).

Recentemente, avaliou-se novamente o0 uso de agua como solvente em
reacbes organicas (DALLINGER et al., 2007; LINDSTROM, 2002). Agua é um
solvente nédo-toxico facilmente disponivel e de baixo custo. Ela também nao é
inflamavel e ndo agride o meio ambiente. Além disso, em razdo das reacgles

organicas exibirem, frequentemente, extraordindria reatividade e seletividade,
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guando elas séo realizadas em meio aquoso e ligeiramente acima da temperatura
ambiente, ha maior interesse em explorar, por exemplo, seus efeitos hidrofébicos
(DALLINGER et al., 2007).

Nos ultimos anos, o Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da
UFSM desenvolveu a sintese de muitas substdncias com diversas acgles
farmacoldgicas (SAUZEM et al., 2008; MILANO et al., 2008). Recentemente, eles
demonstraram o uso da energia provinda de ultrasom na preparagdao de compostos
heterociclos com uma notavel redugcédo no tempo de reagdo (MARTINS et al., 2006).
Além disso, sintetizaram por uma via mais pratica e limpa (SANT ANNA et al., 2008)
alguns compostos imidazolinicos ja descritos por Anastassiadou e colaboradores
(2001).

A sintese destes compostos envolveu o uso de irradiagcdo por ultrasom e adgua
como solvente. Este método de sintese apresentou diversas vantagens incluindo
alta velocidade de reacao, boa pureza e alto rendimento. Em comparagcdo com o
método convencional, a aplicagdo de ultrasom diminuiu significativamente o tempo
de reacdo. Enquanto os métodos tradicionais precisavam de agitacdo por 12 horas,
sob irradiacdo ultrasénica obteve-se o produto em 12-18 minutos. Além disso, o
método utilizado ndo necessitou 0 uso de qualquer solvente halogenado ou um
método adicional para purificacdo do produto. Em contraste a outras técnicas, a
sintese de 2-imidazolinas substituidas (2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazdis) néo
exigiu o uso de nenhum catalisador (MIRKHANI et al., 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 270-300 g (numero
total de animais: 140) fornecidos pelo Biotério Central da UFSM, mantidos em ciclo
claro-escuro de 12 horas (ciclo claro entre 7 e 19h), em temperatura de 22°C, com
alimento e agua “ad libitum”.O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica e
Bem Estar de Animais de Laboratério da UFSM (23081.018371/2006-94).

4.2. Compostos imidazolinicos estudados:

Os 16 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazéis utilizados neste trabalho foram
sintetizados pelo Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), conforme ANEXO 1. Os compostos testados séo
listados abaixo nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Estrutura dos 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazéis.

3 2 N
logs
N
5 6 H

Compostos 2’ 3 4 5 6’
3a H H H H H
3b H H Me H H
3c H H MeO H H
3d H MeO MeO H H
3e H MeO MeO MeO H
3f H H CO,-Ph H H
39 H H cl H H
3h Cl H H H H
3i Cl H Cl H H
3 H H NO, H H
3k H NO, H H H
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Tabela 2 - Estrutura dos aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazois.

N N
) (el
N N
H H
Compostos Ar / Het

3l (Benazolina)
3m </ ;o
3n (2-BFI) Oj\>7
of

30 |

| X
3p (BU224) P

4.3. Preparacao da fracdo enriquecida em mitocondr ias

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e o cérebro e o figado foram
rapidamente removidos e lavados com tampao de homogeneizacéo (Na,PO,0,0168
M, KH,PO, 0,0106 M, sacarose 0,32 M; pH 7,4; 4°C). Os tecidos foram
homogeneizados em 4 volumes (massa/volume) de tampédo de homogeneizacao. O
homogeneizado foi centrifugado a temperatura de 4 C, a 900 x g por 5 minutos e o
sobrenadante obtido centrifugado a 12.500 x g por 15 minutos. O pellet mitocondrial
foi lavado mais uma vez com tampao de homogeneizacao e recentrifugado sob as
mesmas condi¢cdes. Finalmente, o pellet foi ressuspendido em 1 ml de tampéo de
incubacgéo (pH 7,4; Na,PO, 0,0168 M, KH,PO, 0,0106 M, KCI 0,0036 M, 4°C) e
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estocado em aliquotas a -20°C (Soto-Otero et al., 2001). O contetdo de proteina foi
determinado pelo método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como
padrdo. Esta preparacao foi utilizada para a determinagcdo da atividade da

monoamina oxidase.

4.4. Determinacao da atividade da MAO

Para a determinacdo da atividade da MAO, foram realizados inicialmente
experimentos a fim de estabelecer as melhores condigbes para 0os ensaios, como
concentracdo de enzima (proteina), concentragdo de substrato e tempo de ensaio.
Os ensaios foram realizados conforme modificacbes dos métodos de Soto-Otero e
colaboradores (2001) e Kraml (1965). O método é baseado na oxidacdo de
quinuramina em 4-hidréxiquinolina pela MAO com ciclizacdo espontanea completa
do intermediario aldeido, conforme descrito pela seguinte reagao:

0 0
| I o
C—CHy—CH>—NH, C—CH,—CHO
X | X —
NH, MAO NH, N
H

Quinuramina 4-Hidroxiquinolina

Figura 14 — Formacgéo de 4-hidroxiquinolina através da oxidag&o da quinuramina pela enzima MAO.

As fragdes mitocondriais (usualmente 1 mg/ml para cérebro e 0,5 mg/ ml para
figado) foram pré-incubadas a 37°C por 5 minutos com os inibidores irreversiveis e
seletivos selegilina (250 nM) ou clorgilina (250 nM) para ao avaliagdo da atividade da
MAO-A ou MAO-B,

estudados foram preparadas em 10% de dimetil sulfoxido (DMSO). O compostos

respectivamente. As solugfes estoques dos compostos
imidazolinicos foram adicionados a mistura reacional numa faixa de 0,01-1000
microM, com concentragdo final maxima de 0,5% de DMSO. Apo6s 5 minutos, a

quinuramina foi adicionada como substrato n&o-seletivo em concentracdes
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submaximas (usualmente 90 pM para MAO-A e 60 uM para MAO-B). A solucao foi
incubada por mais 30 minutos (homogenato mitocondrial de cérebro) ou 45 minutos
(homogenato mitocondrial de figado), a 37°C e, quando ao fim deste periodo,
adicionou-se &cido tricloroacetico (TCA) 10% para findar a reagdo. As amostras
foram centrifugadas a 16.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido para
a realizacdo das medidas. A concentracdo do produto gerado pela MAO, 4-
hidroxiquinolina, presente no sobrenadante foi medido espectrofotometricamente em
314 nm utilizando o coeficiente de extingdo de 12.300 M*cm™. Quando havia
interferéncia dos compostos testados pelo método espectrofotométrico, o produto da
reacdo foi analisado por método fluorimétrico (Aexc: 315 nm e Agwis: 380 nm),

utilizando uma curva padrao do produto.

4.5. Avaliagdo de parametros cinéticos da inibigéo da MAO

Inicialmente, calculou-se o valor de K, (concentracao de substrato para que a
enzima atinja metade da sua velocidade maxima) e Vmnax (atividade enzimatica na
presenca de concentracfes saturantes de substrato) através da analise de uma
curva de concentracdo de substrato realizada para MAO-A e para MAO-B, em
cérebro e figado de ratos. A partir do valor de K, previamente calculado e dos
valores de Clso (concentragdo de substrato para que haja 50 % de inibicdo da
atividade da enzima), obtidos apartir das curvas de concentracées dos compostos,
calculou-se a constante de inibicdo (K;) aparente através da equacao: K;= Clso / (1+
[S] / Km) (CHENG & PROSOFF, 1973). Com os valores de K para cada isoforma da
enzima, obteve-se o indice de seletividade (I.S.) dos compostos, conforme a
equacao: I.S. = Ki MAO-A/ Ki MAO-B.

Para avaliar o tipo de inibicdo apresentada pelos compostos sobre a MAO-A e
MAO-B, os valores de Vmax € Ky foram calculados na presenca ou auséncia dos
inibidores estudados. Neste caso, a concentracao utilizada dos compostos inibidores
foi préxima aos valores obtidos de Ki.
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4.6. Reversibilidade da inibicdo da MAO

A reversibilidade da inibicdo da MAO pelos compostos foi avaliada atraves de
didlise conforme modificacdes no método de Harfenist e colaboradores (1996).
Inicialmente realizamos um pré-tratamento da membrana de didlise que consistia
nos seguintes passos: 1) lavar as membranas em agua destilada a 80° C por 15
minutos; 2) lavar as membranas em bicarbonato de sédio 10 mM por 30 minutos; 3)
lavar as membranas em EDTA de sédio 10 mM por 30 minutos; 4) repetir o passo 3
trés vezes; 5) lavar as membranas em agua destilada a 80 °C por 30 minutos. As
membranas de didlise eram armazenadas em solucdo de etanol 40% na geladeira.

No dia do experimento as membranas eram lavadas com agua destilada e
tampdo de ensaio. A mistura de homogenato mitocondrial de cérebro de ratos, com
ou sem 0s compostos testados (na concentracdo de 100 pM) foram dialisados a
temperatura ambiente, com tampéao externo (Na,PO4 0,0168 M, KH,PO, 0,0106 M,
KCI 0,0036 M, ditiotreitol 1 mM, pH 7,4; 4°C) na proporcao de 40 ml para cada 1ml
de mistura dialisada. O tampao externo era trocado a cada retirada de amostra
dialisada, ou seja, em 1, 2, 4, e 6 horas ap0s inicio da dialise. Apos cada periodo,
amostras eram retiradas e ensaiadas para avaliacdo da atividade da MAO, conforme
descrito anteriormente. A avaliacéo da reversibilidade foi definida conforme critérios
estabelecidos por Harfenist e colaboradores (1996). A reversibilidade da inibicdo da
MAO foi avaliada até 24 horas sendo interpretada da seguinte maneira: quando
apenas 0-20% da atividade da enzima era restabelecida a ligacdo do composto com
a enzima foi considerada irreversivel; valores de 20-80% representam uma inibicao
parcialmente reversivel, enquanto que valores acima de 80% indicavam que a

ligacdo do composto a enzima era reversivel (HARFENIST et al.,1996).

4.7. Andlise Estatistica

Os valores de K, e Clsy foram calculados por uma regressdo néo-linear
utilizando uma funcéo exponencial do tipo hiperbdlica e uma fungéo logaritmica do
tipo sigmoidal, respectivamente. A diferengca significativa entre os grupos foi
analisada por andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de post hoc
Student-Newman-Keuls ou ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni. Os
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dados eram significativamente diferentes quando o P<0,05. Todas as andlises foram

realizadas pelo programa GraphPad Prisma 4.0.
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5.1. Definicdes das melhores condicbes de ensaio: ¢ oncentragcdo de enzima
(proteina), tempo de incubacdo e concentracdo de su  bstrato em cérebro e
figado de ratos.

O primeiro passo foi determinar a quantidade de enzima, diretamente
relacionada a concentracdo de proteina, a partir de uma preparagdo rica em
mitocOndria preparada com cérebro e figado de ratos. Para isso, pré-incubamos o
homogenato mitocondrial por 5 minutos, adicionamos o0 substrato quinuramina (90
UM) e incubamos por mais 5 minutos (cérebro) ou 30 minutos (figado). Os dados
obtidos foram analisados por uma regressao linear que esta representada na Figura
15A. A andlise da reta mostrou ser linear, com R? = 0,98 (cérebro) e 0,95 (figado).
Conforme os dados obtidos, decidimos realizar os préximos experimentos com a
concentracdo de 1 e 0,5 mg/ml de proteina de homogenato mitocondrial de cérebro
e figado, respectivamente.

A fim de estabelecer o tempo necesséario de incubacdo para que a enzima
apresente sua atividade linearmente, realizamos uma curva de tempo de incubagéao
com a concentracdo de 1 e 0,5 mg/ml de proteina para cérebro e figado (Figura
15B), respectivamente. Novamente, pré-incubamos o homogenato por 5 minutos,
adicionamos o substrato quinuramina (90 UM ) e incubamos em intervalos de tempo
crescente. Através da regressdo linear obteve-se um valor de R? = 0,95 (cérebro) e
0,96 (figado). Assim, escolhemos o tempo de 30 e 45 minutos de tempo de
incubacdo para realizar os demais experimentos com homogenato de cérebro e
figado, respectivamente. Estes tempos foram escolhidos pelo fato de estarem
presentes dentro da linearidade.
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Figura 15 — Curva de atividade total da MAO versus concentracdo de proteina (A) e curva de
atividade total da MAO versus tempo de incubacdo (B) em homogenato mitocondrial de cérebro e
figado de rato. Os resultados foram expressos como média + erro da média de trés experimentos
individuais, realizados em duplicata.
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Com o objetivo de estabelecer a concentracdo de quinuramina necesséria
para o experimento, e analisar se de fato encontram-se nas faixas de concentragdes
utilizadas na literatura, realizamos um curva de atividade total da MAO, expressa por
velocidade inicial Vo (hmol/mg de proteina/mim) versus concentracdo de substrato
(UM).

Para realizar a curva de concentragdo de substrato para a MAO-A e a MAO-
B, pré-incubamos por 5 minutos o homogenato com o inibidor irreversivel seletivo
selegilina (250 nM) ou clorgilina (250 nM) para inibir MAO-B ou MAO-A,
respectivamente. ApoOs este tempo adicionamos quinuramina em diversas
concentragbes (5-320 puM). Incubamos por 15 ou 30 minutos, conforme o tecido
utilizado, e procedemos de acordo com o descrito nos materiais e métodos. Os
dados obtidos geraram uma curva hiperbdlica que esta representada na Figura 16.
Conforme as curvas obtidas para MAO-A (Figura 16A) e MAO-B (Figura 16B ),
valores de Vs € Ky foram calculados e séo expressos na Tabela 3.

Para os experimentos seguintes, continuamos utilizando as concentragfes
submaximas de 90 e 60 uM de substrato quinuramina para ensaios com MAO-A e
MAOQO-B, respectivamente, conforme referéncia (SOTO-OTERO et al., 2001).

A B
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Figura 16 - Curva da velocidade inicial (V,) da MAO-A versus concentracdo de quinuramina (A) e
curva da velocidade inicial V, da MAO-B versus concentracdo de quinuramina (B), em homogenato
mitocondrial de cérebro e figado de ratos. Os resultados foram expressos como média * erro da

média de quatro experimentos individuais, realizados em duplicata.
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Tabela 3 — Valores de Vs € Ky, para MAO-A e MAO-B, em cérebro e figado de ratos.

MAO-A MAO-B

Vinad Kimn® Vinad Kmn®
Cérebro 1,2+0,2 555+50 09+0,1 39,7+48
Figado 0,70+0,04 381+75 18%01 47999

Os dados representam a média + erro da média de quatro experimentos
individuais realizados em duplicata.

4 Representa nmol/mg de proteina/min

® representa pM

Tecido

5.2. Determinacdo do efeito inibitério de 2-aril(heteroa  ril)-4,5-diidro-1 H-

imidazodis sobre a atividade da MAO in vitro em cérebro de ratos.

A atividade inibitéria dos compostos, em cérebro de ratos, foi obtida através
de uma curva de % de inibicAo da MAO versus concentracdes crescentes dos
compostos estudados. Na Figura 17, esta representada como exemplo a curva
obtida para os compostos 3d e 3g. Curvas semelhantes, para MAO-A e MAO-B,
foram realizadas para os 16 compostos testados e os valores das Clsg foram
calculados. A partir dos valores de Clso € de K, anteriormente calculado, obtiveram-
se os valores de K; para os compostos 3a-3p contra a MAO-A e MAO-B e que sao
apresentados na Tabela 4. Os compostos estudados foram considerados potentes
guando os valores de K; eram menores que 10 uM e seletivos quando seus indices
de seletividade eram maiores do que 10. Estes critérios foram estabelecidos a fim de
estabelecer compostos primeiramente seletivos em vista da importancia de se obter
inibidores com grande seletividade para cada isoforma. Entre 0os compostos
estudados que inibiram preferencialmente MAO-A (compostos 3c-e, 3j) apenas o
composto 3d mostrou ser seletivo, apresentando um K; para MAO-A de
aproximadamente 73 vezes menor que seu K; para MAO-B. O composto 3p também
mostrou um efeito inibitorio potente (K; = 4,86 uM) para esta isoforma, contudo, este
composto nao foi seletivo (1.S. = 0,91). Ja para o grupo de compostos que inibiu
seletivamente MAO-B (3g-i, 3k, 30), apenas 0s compostos 3g e 3i demonstram ser

potentes com valores de K; de 5,35 uM e 3,98 uM, respectivamente. Dessa forma,
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devido a poténcia e seletividade apresentadas, os compostos 3d e 3g foram os

escolhidos para prosseguir com os estudos.
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Figura 17 — Curva % de inibicdo da MAO-A (A, C) e MAO-B (B, D) versus concentracdo dos
compostos 3d e 3g em homogenato mitocondrial de cérebro. Os resultados foram expressos como
média + erro da média de trés ou quatro experimentos individuais, realizados em duplicata. As linhas
pontilhadas representam os intervalos de confianca. Os valores de Cls, obtidos para o composto 3d
foram de 35,6 (27,0-53,0) e ~1000; para o composto 3g foram de 463,2 (268,4-709,5) e 13,4 (8,6-
20,9) para a MAO-A e MAO-B, respectivamente.
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Tabela 4 — Efeito inibitorio de 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazois (3a-p) sobre a atividade da

MAO cerebral in vitro.

Compostos Ki MAO-A (UM)? Ki MAO-B (uM)? 1.S.°
3a 28,7 (21,0-39,4) 21,3 (14,7-30,7) 1,3
3b 102,1 (64,4-162) 13,1 (8,1-21,0) 7,7
3c 15,7 (10,2-24,2) 32,7 (20,9-51,1) 0,4
3d 13,6 (9,1-20,2) ~1000 0,01
3e 114,4 (75,0-174,4) ~1000 0,1
3f 12,8 (8,6-19,2) 1,4 (1,0-2,0) 9,2
3g 166,3 (102,3-270,5) 5,3 (3,4-8,3) 31,0
3h > 1000 24,6 (15,2-39,8) > 40,7
3i 28,7 (20,9-39,4) 4,0 (2,9-5,3) 10,5
3 181,4 (115,0-286,2) > 1000 0,1
3k > 1000 19,3 (11,1-33,5) >51,8
3l 13,9 (6,0-32,0) 1,5 (0,4-5,1) 9,3
3m > 1000 > 1000 -

3n (2-BFI) 24,9 (14,3-43,6) 3,6 (0,3-4,0) 6,8
30 > 1000 25,3 (11,8-54,0) > 39,5

3p (BU224) 4,9 (3,6-6,6) 5,3 (3,8-7,4) 0,9

Cada valor representa a média (intervalo de confianga) de trés ou quatro experimentos

independentes.
Pindice de seletividade in vitro = Ki mao-a ! Ki mao-s
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5.3. Determinacgdo do efeito inibitorio dos compost os 3d e 3g sobre a atividade
da MAO in vitro em figado de ratos.

As curvas % de inibicdo da MAO-A e MAO-B foram também realizadas para
0s compostos 3d e 3g em homogenato de figado e sdo mostradas na Figura 18. Os
valores de K; destes dois compostos contra as isoformas da MAO de figado de ratos
sdo descritos na Tabela 5. Em homogenato mitocondrial de figado, o composto 3d
mostrou boa poténcia em inibir MAO-A com um K; de 5,8 uM. Além disso, conforme
0s parametros estabelecidos inicialmente, este composto foi 10 vezes mais seletivo
para isoforma A do que para isoforma B (I.S. = 0,1). O composto 3g também
mostrou, além de poténcia, seletividade para inibir MAO-B, com um K; para esta
isoforma (K; = 1,7 uM) de aproximadamente 19 vezes menor do que o obtido para
MAO-A.
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Figura 18 — Curva % de inibicdo da MAO-A (A, C) e MAO-B (B, D) versus concentracdo dos
compostos 3d e 3g em homogenato mitocondrial de figado de rato. Os resultados foram expressos
como média + erro da média de trés ou quatro experimentos individuais, realizados em duplicata. As
linhas pontilhadas representam os intervalos de confianga. Os valores de Clso obtidos para o
composto 3d foram de 19,6(16,1-23,9) e 124,9(107,2-145,5); para o composto 3g foram de
106,5(86,5-131,1) e 3,9(3,3-4,5) para a MAO-A e MAO-B, respectivamente.
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Tabela 5 - Efeito inibitorio in vitro dos compostos 3d e 3g sobre a atividade da MAO hepatica.

Compostos Ki MAO-A (uM)? Ki MAO-B (uM)? 1.S.°
3d 5,8 (4,8-7,1) 55,5 (47,6-64,6) 0,10
3g 31,7 (25,7-38,9) 1,7 (1,5-2,0) 18,7

Cada valor representa a média (intervalo de confianga) de trés ou quatro experimentos
independentes.
Pindice de seletividade in vitro = Ki mao-a ! Ki mao-s

5.4. Determinagao da reversibilidade da inibigéo da MAO cerebral in vitro pelos
compostos 3d e 3g.

Para determinar se a inibicdo da MAO causada pelos compostos, 3d e 3g, €
reversivel, os compostos foram ensaiados com fragdes mitocondriais de cérebro de
ratos e submetidos a didlise. Conforme a Figura 19A, o composto 3d na
concentragdo de 100 pM foi capaz de inibir seletivamente 80% da atividade da
MAO-A. Apos uma e duas horas de didlise, 3d ainda foi capaz de inibir 72 % e 60%
da atividade da MAO-A, respectivamente. Decorrido 4 horas, a inibicao da MAO-A
pelo composto 3d foi reduzida para apenas 34%, sendo ainda estatisticamente
diferente do controle. Contudo, esta inibicdo foi revertida apds 6 horas de dialise,
guando mais de 80% da atividade enzimatica foi retomada. Dessa forma, conforme
os parametros de reversibilidade estabelecidos anteriormente, a inibicdo da MAO-A
pelo composto 3d foi considerada uma inibicédo reversivel. Assim como a imidazolina
3d, o composto 3g (Figura 19B) foi capaz de inibir mais de 80% da atividade da
MAO-B, embora com menor seletividade, pois causou uma inibicdo de 50% na
atividade da MAO-A, que foi estatisticamente diferente do controle. Entretanto, a
inibicdo causada pelo composto 3g sobre a MAO-A foi rapidamente revertida apos
duas horas de didlise, quando 80 % da atividade da enzima retomada. Diferente da
inibicdo da MAO-A, 3g manteve constante a inibicdo da MAO-B por cerca de seis
horas, diminuindo para 40% esta inibicdo na sexta hora. A atividade da MAO-B foi
reabilitada totalmente em 24 horas, quando mais de 90% de atividade da MAO-B foi
restaurada. Assim, da mesma forma que o composto 3d, 0 composto 3g, também foi
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considerado um inibidor reversivel pois, em 24 horas, mais de 80 % da atividade da
MAO-B foi retomada. Durante o periodo de diadlise ndo houve perda na quantidade
nem na atividade da enzima, como pode ser visto pelo perfil do grupo controle ao
longo das horas apos didlise.
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Figura 19 — Reversibilidade da inibicdo da MAO-A e MAO-B pelos compostos 3d (A) e 3g (B). Os
dois compostos foram usados na concentracao que produzisse cerca de 80 % de inibicdo (100 pM).
Os resultados foram expressos como média + erro da média de 3-4 experimentos individuais,
realizados em duplicata. **P<0,01; ***P<0,001 representam significativamente diferentes do controle
(ANOVA de duas vias usando teste de Bonferroni).
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5.5. Estudo de alguns parametros cinéticos da ativi  dade da MAO-A e MAO-B

em cérebro de ratos na presenca dos compostos 3d e 30.

As constantes cinéticas (Km e Vmay) da oxidacdo do substrato quinuramina
pela MAO-A e pela MAO-B foram determinadas a fim de estabelecer alteracdes
mediante a presenca dos inibidores imidazolinicos estudados, 3d e 3g. Para isso a
enzima foi incubada com selegilina (250 nM) para inibir MAO-B, ou com clorgilina
(250 nM) para inibir MAO-A, na presenca ou auséncia dos compostos (concentracéo
de 10 uM que é proxima ao valor de K; obtido). Os dados obtidos foram tracados por
uma hipérbole de Michaelis-Menten e as constantes cinéticas, Vmax € Km,
determinadas por uma regressao nao-linear (Figura 19 e 20).

As Figuras 20 e 21 demonstram a velocidade inicial (Vo) versus diferentes
concentragbes de substrato na presenca ou auséncia dos compostos 3d e 3g,
respectivamente. A auséncia de inibidor é representada pelo grupo controle. Os
valores de Ky e Vnax obtidos, para a oxidacdo pela MAO-A, na Figura 20, séao
expressos na Tabela 6. De fato, o composto 3g na concentracdo de 10 pM néo é
capaz de provocar alteragdes na atividade da MAO-A, nao alterando os valores de
Km, Nnem Vpax. JA 0 composto 3d (10 uM) é capaz de alterar a atividade da isoforma
A da MAO, diminuindo significativamente o valor de Vms (controle: 3,0 = 0,1
nmol/mg de proteina/min; 3d: 1,9 + 0,1 nmol/mg de proteina/min) e aumentando o
valor de K, (controle: 81,7 £ 10,0 uM; 3d:136,8 + 19,9 uM). Estes resultados
sugerem um mecanismo inibitério misto do composto 3d sobre a MAO-A.

Para a oxidagdo da MAO-B, os valores de Ky, e Vs 0btidos na Figura 21 séo
expressos na Tabela 7. O composto 3d na concentragdo de 10 pM nao provoca
alteracdes na atividade da MAO-B, ndo alterando os valores de Kmn, nem Vpyax. Ja 0
composto 3g (10 uM) é capaz de alterar a atividade da MAO-B, diminuindo 0 Vmax
(controle: 2,0 + 0,2 nmol/mg de proteina/minuto; 3g: 1,0 + 0,1 nmol/mg de
proteina/minuto) e aumentando o valor de K, (controle: 40,3 + 7,6 uM; 3g: 64,6 £ 8,0
p1M). Da mesma forma que o composto 3d, estes resultados sugerem uma interacao

mista entre o composto imidazolinico 3g e a MAO-B.
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Figura 20 — Cinética de inibicdo da atividade da MAO-A pelos dos compostos 3d e 3g.
Representacdo hiperbolica (grafico velocidade inicial V, versus concentracdo de substrato) da
atividade da enzima medida na presenca de concentragfes crescentes do substrato quinuramina (10,
20, 40, 80, 160, 320, 640 uM) na presenca e auséncia de 3d e 3g na concentracdo de 10 pM.. Estes
dois parametros cinéticos foram obtidos a partir de uma regressdo nao-linear. Os resultados séo

expressos como média + erro da média de quatro experimentos individuais, realizados em duplicata.

Tabela 6 — Efeitos dos compostos 3d e 3g sobre as constantes cinéticas para oxidagéo do substrato

quinuramina pela MAO-A.

Vmax (hmol/mg de

Grupos proteina/minuto) Km (M)
Controle (sem inibidor) 3,0£0,2 81,7+10,0
3d (10 pM) 1,9 £0,2 ** 136,8+19,9"
3g (10 pM) 2,9+0,2 84,8+11,9

Valores representam a meédia + erro da média de quatro experimentos em duplicata. Os
valores foram considerados estatisticamente diferentes do controle quando*P<0,05 e
**P<0,01 (ANOVA de uma via seguida de teste SNK).
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Figura 21 - Cinética de inibicdo da atividade da MAO-B pelos dos compostos 3d e 3g.
Representacdo hiperbdlica (grafico velocidade inicial V, versus concentragdo de substrato) da
atividade da enzima medida na presenca de concentracdes crescentes do substrato quinuramina (5,
10, 20, 40, 80, 160 uM) na presenca e auséncia de 3d e 3g na concentragcdo de 10 uM. Estes dois
parametros cinéticos foram obtidos a partir de uma regressdo nao-linear. Os resultados s&o

expressos como média + erro da média de quatro experimentos individuais, realizados em duplicata.

Tabela 7 - Efeitos dos compostos 3d e 3g sobre as constantes cinéticas para oxidag&o do substrato

quinuramina por MAO-B.

Vmax (hmol/mg de

Grupos proteina/minuto) Km (M)
Controle (sem inibidor) 2,0+0,2 40,3+ 7,6
3d (10 pM) 1,9+0,2 39,7+ 8,0
3g (10 pMm) 1,0+0,1* 64,6 + 8,0*

Valores representam a média + erro da média de quatro experimentos em duplicata. Os
valores foram considerados estatisticamente diferentes do controle quando *P<0,05
(ANOVA de uma via seguida de teste SNK).
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos 50 anos, desde que os inibidores da MAO foram desenvolvidos
como antidepressivos, ocorreu um aumentou progressivo nos estudos sobre a
inibicdo da MAO na tentativa de compreender melhor a interacdo destes compostos
com a enzima. Além disso, muitos trabalhos tém procurado estabelecer a
importancia fisiolégica da MAO, bem como o seu papel em doencas neurologicas
como a doenca de Parkinson e a de Alzheimer, e a depressdo. Assim, o
desenvolvimento de inibidores da MAO reversiveis e seletivos é importante para o
tratamento dos sintomas envolvidos nestas doencas, que podem ser obtidos através
do aumento da meia vida das monoaminas neurotransmissoras. No entanto, o
estudo de novos inibidores da MAO também € relevante levando em consideracdo
0s possiveis efeitos neuroprotetores destes compostos, que podem ser capazes de
prevenir ou mesmo retardar a neurodegeneracdo que ocorre em algumas doencas,
possivelmente por diminuirem a formacao de H,O, (SAURA et al., 1996).

Nos ultimos anos, sitios imidazolinicos |, foram identificados em ambas
isoformas da MAO-A e MAO-B (RADDATZ et al., 1995; TESSON et al.,, 1995;
PARINI et al., 1996). Além disso, foi proposto que o subtipo I,a esta localizado na
MAO-A e que sitios I, estdo localizados na MAO-B (PARINI et al., 1996).
Entretanto, estes sitios parecem néo estar localizados no sitio catalitico da enzima,
nem no grupo prostético FAD, ou no dominio de ligacdo de inibidores classicos da
MAO (CARPENE et al., 1995; RADDATZ et al., 1995; TESSON et al., 1995; LIMON-
BOULEZ et al., 1996). Contudo, € comprovado que compostos ligantes de sitios I,
s&o capazes de alterar a atividade da enzima (CARPENE et al., 1995; TESSON et
al., 1995; OZAITA et al., 1997; LALIES et al., 1999; PATERSON et al.,, 2003;
RAASCH et al., 2003; HOLT et al., 2004; JONES et al., 2007). Além disso, estudos
mostram que a administracéo in vivo da imidazolina 2-BFIl é capaz de aumentar 0s
niveis extracelulares de norepinefrina em cérebro de ratos (NUTT et al., 1995).
Assim, sugere-se que estes sitios representam sitios regulatérios desconhecidos na
enzima e que seriam capazes de modular a atividade da MAO através de um
mecanismo alostérico (PARINI e al., 1996; RADDATZ et al., 1997b).

O presente trabalho confirmou que, de fato, compostos que apresentam

nacleo imidazolinico, ligantes de sitios I, sdo capazes de inibir ambas as isoformas

53



Discussao

da MAO. Com base nos valores de K; e I.S. obtidos para os 16 compostos
estudados, podemos sugerir que o grupamento fenil ligado a este ndcleo parece ser
importante para a inibicdo da enzima. Com isso, notamos que o deslocamento do
grupamento cloro da posicao orto, do composto 3h, para a posi¢cao para, no
composto 3g, parece diminuir a seletividade para a MAO-B. Outro achado
interessante € com respeito a inversao da seletividade do composto 3k devido ao
deslocamento de um grupo retirante de elétrons, NO,, da posi¢cdo meta do benzeno
por um grupo doador de elétrons (MeO) no composto 3d. Enquanto o composto 3k
foi capaz de inibir seletivamente a MAO-B, o composto 3d inibiu seletivamente a
MAO-A. Isto sugere que o efeito eletrénico pode ser importante para o processo de
reconhecimento das imidazolinas pela MAO-A e pela MAO-B.

Alguns compostos como benazolina, 2-BFI e BU224, conhecidos por serem
ligantes potentes e seletivos de sitios imidazolinicos I,, também foram estudados. De
fato, estes compostos mostraram uma boa atividade inibitéria, especialmente contra
MAO-B. Alguns trabalhos na literatura ja apresentaram valores de Clsg para o 2-BFl
(11-16,5 pM para MAO-A e 23-43,5 uM para MAO-B) e para o BU224 (4,8-10,7 uM
para MAO-A e 38-51,4 uM para MAO-B) (PATERSON et al., 2003; LALIES et al.,
1999; PATERSON et al., 2007; OZAITA et al., 1997). Os valores de Clsy obtidos
neste trabalho para 2-BFl e BU224 foram de 65,0 e 12,7 uM para MAO-A e 9,1 e
13,3 pM para MAO-B, respectivamente. Assim, em nossas condi¢des 0S Compostos
2-BFIl e BU224 foram menos potentes em inibir MAO-A e mais potentes para inibir
MAO-B, quando comparados com dados da literatura. Entretanto, valores de Clsg
nao geram informagdes suficientes em razdo de ser um fator dependente das
condicdes experimental tais como: métodos usados (fluorimétrico ou radioquimico),
substratos mais ou menos seletivos para uma isoforma e condigbes ambientais
importantes. Dessa forma, estes valores ndo poderiam ser comparados
adequadamente. NOs utilizamos valores de K, constante de dissociacdo do
complexo enzima-inibidor, para comparar o efeito de diferentes inibidores. Os
valores de Ki sdo mais apropriados para comparacdoes de poténcia de diferentes
estudos, pois € independente das condicbes experimentais. Assim, quando
comparamos os valores de K;, a poténcia do composto 2-BFI para inibir MAO-A
obtido neste trabalho (29,94 uM) foi similar com os dados da literatura (26 pM)
(JONES et al., 2007).
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Contudo, os compostos estudados ndo apresentaram a mesma ordem de

poténcia e seletividade de ligacdo em sitios I, e de inibicdo da MAO (Tabela 8).

Tabela 8 — Tabela comparativa dos valores de K; para inibicdo da MAO-A e da MAO-B, e

para ligagéo a sitios Iy, I, a; e a, apresentados por alguns dos compostos imidazolinicos estudados.

Compostos Ki MAO-A? Ki MAO-B? Ki I,° Ki 1,° K a;” K a,”

3a 28,7 21,3 0,032 0,040 >10 >10
3b 102,1 13,1 1,288 0,010 >10 >10
3c 157 32,7 0,035 0,010 >10 >10
3l(Benazolina) 13,9 1,5 0,001 0,001 1,0 1,0
3m > 1000 >1000 0,575 2,340 >10 >10
3n (2-BFI) 24,9 3,6 0,032 0,002 NA NA
30 >1000 25,3 0,251 0,676 >10 >10

3p (BU224) 4,9 5,3 0,144 0,003 >10 2,1

# Dados obtidos (uM) no presente estudo;
® Dados obtidos (M) por Anastassiadou e colaboradores (2001);
NA: ndo apresentou afinidade.

De acordo com a andlise de correlagdo realizada, obtivemos uma relacdo
positiva apenas para MAO-A versus |; (r = 0,932 e p = 0,007), para MAO-A versus I,
(r = 0,955 e p = 0,003), e para MAO-B versus |; (r = 0,781 e p = 0,022). Entretanto,
nao houve correlacdo significativa entre os parametros de inibicdo da MAO-B e os
parametros de ligacdo a sitios I, (r = 0,533 e p = 0,173). Relatos da literatura
confirmam que ndo h& correlagdo significativa entre a poténcia/seletividade de
ligacdo a sitios |, por derivados imidazolinicos e os valores de inibicdo da atividade
MAO-B (OZAITA et al., 1997). De modo geral, estes compostos apresentam de duas
a trés ordens de poténcia menores para inibir a MAO que seus valores descritos de
afinidade por sitios l,. Devido a isso, muitos autores sugerem que os sitios I, ndo
estdo diretamente relacionados com a MAO (OZAITA et al, 1997). Algumas
proteinas com peso molecular aparente de 25-30 kDa, que sdo muito diferentes dos
da MAO-A e MAO-B (BACH et al., 1988) séo implicadas na ligagao do radioligante
[*H]-idazoxan (ESCRIBA et al., 1994; 1996) e sdo fotomarcadas por sondas
imidazolinicas (LANIER et al., 1995) em figado de ratos. Isto sugere que ha uma
populagdo de sitios I, que ndo sdo expressos ha MAO o que poderia justificar a falta
de correlagéo entre os parametros de inibicdo da MAO e os parametros de ligacao a
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sitios l,. Entretanto, estes estudos ndo podem excluir a presenca de sitios de ligacéo
adicionais na MAO que ndo sejam capazes de afetar a atividade da enzima.

Neste trabalho foi realizada também uma comparacéo do efeito inibitério das
imidazolinas sobre a MAO de cérebro e figado de ratos. Com base nos resultados
obtidos, notamos que em figado de rato, os compostos apresentaram um perfil
inibitério diferente dos obtidos em cérebro. Especialmente o composto 3d, que foi
altamente seletivo em inibir MAO-A em homogenato cerebral, apresentou uma perda
de aproximadamente 8 vezes na seletividade por esta isoforma em homogentato de
figado, quando comparada a seletividade em cérebro. O composto 3g também
apresentou uma perda da seletividade para MAO-B. Enquanto que no cérebro, 3g
era mais de 31 vezes mais seletivo para a MAO-B do que para a MAO-A, em figado
de rato, este composto mostrou ser apenas 19 vezes mais seletivo para essa
isoforma. Dessa forma, nota-se uma diminuicdo de quase duas vezes na
seletividade para a MAO-B em figado de rato. Estes resultados discrepantes obtidos
em diferentes tecidos ja foram observados por outros grupos (CURET et al., 1996;
MORON et al., 2000; SOUTHAM et al., 2005). Contudo, ainda n&o existe ainda uma
explicagéo clara para este fato.

No entanto, a diferente inibicdo da MAO observada em figado e em cérebro
poderia resultar de uma diferente disponibilidade de cofatores em cada tecido que
sdo capazes de causar mudancas na sensibilidade de resposta da enzima. Isto
ocorre com a enzima prostaglandina sintetase na medula renal, que necessita de um
cofator citoplasmatico adicional que é capaz de estimular sua atividade de 4 a 10
vezes mais. No entanto, este cofator ndo influencia a atividade da sintetase de
outros tecidos (PONG & LEVINE, 1976; BRUNE & ALPERMANN, 1983). Além disso,
ha a possibilidade da existéncia de isoformas adicionais de MAQO, geradas por
variantes de edicdo de RNAm (“splicing”). Estas isoformas adicionais poderiam
diferir em algum dominio da enzima e dessa forma afetar o reconhecimento de
substéancias inibidoras.

Além disso, estudos mostram uma diferente distribuicdo tecidual de sitios I, e
a enzima MAO. A localizagdo das isoformas da MAO ndo é estritamente
correlacionada com a expressao dos sitios l,. No figado, por exemplo, apenas 5-
20% da MAO-B possui dominios de ligacao imidazolinicos acessiveis (CESURA et
al., 1996). Entretanto, este fato é indeterminante devido a existéncia de sitios I, fora
da MAO, o conflito de dados na literatura sobre a densidade da MAO, e a nao-

56



Discussao

seletividade de vérios radioligantes. Ainda, estudos com preparacdes de plaguetas
humanas, que expressdo grande quantidade de MAO-B, mostram que ndo ha
reconhecimento de sitios |, (RADDATZ et al., 1995, 1997). Isto sugere que sitios I,
na MAO-B néo estdo igualmente acessiveis em todos os tecidos, sugerindo que ha
distintas subpopulac¢des da MAO.

Entretanto, o fato de estes compostos apresentarem um perfil inibitério
diferente em tecidos centrais e periféricos, como cérebro e figado, € bastante
interessante e vantajoso. Muitos inibidores da MAO-A usados no tratamento da
depressdo possuem a desvantagem de causarem reacbOes adversas como a
conhecida reacdo do queijo. Isso ocorre em razdo destes farmacos inibirem a MAO-
A intestinal e hepética, evitando a degradacdo da tiramina, proveniente da
alimentacdo. Assim compostos, como a imidazolina 3d estudada neste trabalho, que
possuem uma maior seletividade para inibir a MAO-A no cérebro, poderiam ser
capazes de produzir efeitos antidepressivos sem, no entanto, causar crises
hipertensivas caracteristicas da inibicdo da MAO-A sistémica. Porém, ensaios in vivo
deveréo ser realizados para confirmar esta idéia.

Como ja descritos anteriormente, a terceira geracdo de inibidores da MAO,
teve como principal vantagem sobre as outras gerac¢fes o fato de inibirem a MAO
reversivelmente. Este fato trouxe vantagens a terapia com inibidores da MAO
aumentando seu uso na clinica e possibilitando a sua introducdo no tratamento de
novas patologias. Assim, para o estudo de novos inibidores da MAO torna-se
essencial a andlise da reversibilidade desta inibicdo. A andlise da irreversibilidade
pelo método de diadlise pode ser correlacionada com o0 aumento na pressao
sanguinea em ratos que receberam um inibidor irreversivel e tiramina via oral
(HARFENIST et al.,, 1996). Assim, a avaliagdo deste parametro € de extrema
importancia na triagem de novas drogas como inibidoras da MAO. Assim, este
método pode substituir o trabalho exigido para analisar, in vivo, o potencial de
compostos em causar a reacéo do queijo.

Os dados obtidos neste trabalho sobre a reversibilidade da inibicdo da MAO-A
e da MAO-B pelos compostos imidazolinicos foram relevantes em razdo das
vantagens de inibidores da MAO reversiveis. A inibicdo da MAO-A pelo composto 3d
foi sendo revertida ao longo das horas, sendo totalmente restaurada apés 6 horas de
didlise, quando a enzima apresentou mais de 80% de sua atividade enzimatica.

Assim, a imidazolina 3d pode ser considerada um inibidor reversivel e seletivo da
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MAO-A, tendo um perfil de inibicdo semelhante aos inibidores da MAO de terceira
geragdo. Este composto poderia ser um alvo para estudos futuros em modelos
animais para avaliar o seu potencial antidepressivo. Estudos preliminares mostram
que apols duas horas da administracdo subcutdnea do composto 3d por via
sisttmica em camundongos, 0s animais apresentam uma diminuicdo no tempo de
imobilidade no teste de suspenséo da cauda (dados ndo publicados). Este teste é
preditivo para substancias antidepressivas, sugerindo entdo que o composto 3d
apresenta acdo do tipo antidepressiva. A dosagem de monoaminas mostrou que
houve um aumento nos niveis de serotonina e uma diminuicdo nos niveis do
metabdlito da serotonina, o acido 5-hidréxi-3-indol acético em algumas regides do
cérebro. Além disso, o efeito no teste de suspensdo da cauda pode ser devido a
inibicdo da MAO-A no cérebro.

Entretanto, a imidazolina 3g apresentou uma inibicdo da MAO-B mais
prolongada. No entanto, ainda sim, foi uma inibicdo reversivel, pois mais de 80% da
atividade enzimatica foi retomada 24 horas apds o inicio da dialise. A retomada mais
rapida da atividade da MAO-A, também inibida pelo composto 3g, parece ser
dependente do efeito. Como o efeito do composto sobre a MAO-A € menor, a
reversdo da inibicdo da enzima tende a ocorrer mais rapidamente. Da mesma forma
como o composto 3d, a imidazolina 3g parece ter o mesmo perfil de inibidores
pertencentes a terceira geracdo de inibidores da MAO, sendo um inibidor reversivel
e seletivo MAO-B. Assim como muitos inibidores da MAO-B possuem uma eficacia
comprovada na terapia de doencas neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson, o estudo do composto 3g em modelos animais que mimetizam esta
doenca, como inducéo de Parkinson pela neurotoxina MPTP, seria de grande valia.
Além disso, visto que os atuais inibidores da MAO-B utilizados como adjuvantes no
tratamento de Parkinson s&o inibidores irreversiveis, como a selegilina e a
rasagilina, os compostos apresentados neste trabalho apresentam vantagens por
serem inibidores reversiveis da MAO-B.

No presente trabalho, estudamos a natureza da inibicdo da MAO causada por
dois compostos imidazolinicos (3d e 3g). O composto 3d que apresentou uma
inibicdo seletiva para a MAO-A parece ter um mecanismo misto, diminuindo 0 Vmax €
aumentando o valor de K. O composto 3g que foi mais seletivo para a MAO-B
também parece ter uma inibicdo de natureza mista (diminui 0 Vnax € aumentou o

Kwm). Alguns autores classificam a inibicdo mista como um tipo de inibicdo n&o-
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competitiva pelo fato do inibidor alterar a afinidade da enzima pelo substrato (Segel,
1975). Tesson e colaboradores (1995) tentaram esclarecer a natureza da inibigéo da
MAO por compostos imidazolinicos. Naquele estudo, ligantes imidazolinicos I,
(cirazolina e guanabenz) foram mais potentes que ligantes seletivos |1 (clonidina e
moxonidina) em inibir a atividade da MAO. Além disso, cirazolina agiu como um
inibidor ndo-competitivo em membranas renais de coelho (diminuindo valores de
Vmax Sem alteracdo nos valores de K;) (TESSON et al., 1995). O fato que alguns
derivados imidazolinicos, ditos ligantes seletivos I,, sdo capazes de inibir a atividade
da MAO de maneira nao-competitiva, sugere que o mecanismo inibitério das
imidazolinas é diferente daqueles dos inibidores classicos da MAO, que interagem
com o grupo prostético FAD na MAO. Outros estudos, também revelaram a
existéncia de uma natureza nédo-competitiva para a inibicdo da MAO por compostos
imidazolinicos e, em particular, uma inibicdo do tipo mista para o composto 2-BFI
(CARPENE et al., 1995). Assim, a inibicdo mista apresentada pelo composto
imidazolinico 3d sugere que esta imidazolina ndo interage da mesma forma que
inibidores classicos da MAO e que ela é capaz de alterar a afinidade da enzima pelo
substrato. Entretanto, alguns relatos propéem uma interacdo competitiva para varios
ligantes seletivos I, e a MAO (OZAITA et al., 1997) sugerindo que os sitios I, ndo
representam sitios regulatérios da MAO. No entanto, estudos de Jones e
colaboradores (2007) propdem que os ligantes de sitios I, apresentam uma inibicdo
do tipo competitiva com a MAO por interagirem com sitios na cavidade do sitio ativo
da enzima, sem interagir propriamente com este. Dessa forma, a presenca destes
compostos imidazolinicos ligados a estes sitios seria suficiente para bloguear o
acesso do substrato ao sitio ativo e entdo inibir a enzima. Além disso, o “docking”
dos compostos 2-BFl e idazoxan com a MAO-A, mostra que o anel imidazolinico
destes compostos é acomodado facilmente, juntamente com o restante da molécula,
na cavidade larga do sitio catalitico da MAO-A (JONES et al., 2007).

A MAO é atualmente um alvo terapéutico para o tratamento inicial da doenca
de Parkinson (FERNANDEZ et al., 2007; LECHT et al., 2007). No tratamento da
depressao, os inibidores da MAO-A também tém se mostrado uma boa alternativa
para os pacientes que nao respondem a antidepressivos classicos (AMREIN et al.,
1993, 1999; TILLER, 1993). Observacdes recentes também sugerem o envolvimento
da MAO em outras doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, j&

que pacientes com esta doenca apresentam niveis aumentados da enzima
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(THOMAS, 2000; RIEDERER et al., 2004). Além disso, a atividade da MAO também
estd modificada em regibes especificas do cérebro de fumantes (FOWLER et al.,
1996).

Visto que a MAO € uma enzima multifuncional e possivelmente relacionada
com sitios imidazolinicos, acredita-se que ela pode possuir a¢fes ainda
desconhecidas ocasionadas pela ocupacdo dos dominios de ligacdo imidazolinicos.
Além disso, embora os sitios I, e a MAO nao sejam comumente colocalizados em
muitos tecidos, estudos mostram que suas regulacdes séo igualmente dependentes
da idade (RENOUARD et al.,, 1993). Outros achados também mostram que a
expressdo de sitios |, esta alterada em cérebro de pacientes com depressao e em
algumas doencas neurodegenerativas (RUIZ et al., 1993; OLMOS et al., 1994;
GARCIA-SEVILLA et al., 1996, 1998; SASTRE & GARCIA-SEVILLA, 1993, 1997;
RUGGIERO et al., 1998; REYNOLDS et al., 1996).

Assim, a demonstracdo que sitios de ligacdo na MAO, que séo reconhecidos
por uma classe de compostos farmacologicamente ativos e que sdo detectaveis em
células de tecidos especificos é de particular interesse dado o papel da enzima na
etiologia e/ou terapéutica de varias doencas neuroldgicas. Dessa forma, o estudo de
imidazolinas inibidoras da MAO em modelos animais que reproduzam estas doengas
€ de grande importancia para estudos futuros.
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7. CONCLUSOES

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

» Os compostos 4,5-diidro-1H-imidazol-2-substituidos apresentaram efeito
inibitério sobre a atividade da MAO-A e/ou MAO-B, tanto em cérebro como
em figado de ratos, sendo que as imidazolinas 3d e 3g foram as mais
potentes e seletivas em inibir a MAO-A e a MAO-B, respectivamente.

» Os compostos mais potentes e seletivos, 3d e 3g, inibiram reversivelmente as
isoformas da MAO;

» As imidazolinas 3d e 3g apresentaram uma inibicdo do tipo mista sobre a
MAO-A e a MAO-B, respectivamente.
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Ultrasound promoted synthesis of 2-imidazolines in water: a
greener approach toward monoamine oxidase inhibitors

Gabriela da S. Sant’ Anna.” Pablo Machado,?® Patricia D. Sauzem."

Fernanda A. Rosa.’

Maribel A. Rubin.” Juliano Ferreira,” Helio G. Bonacorse," Nilo Zanatta * and
Marcos A.P. Martins *#

“Niicleo de Quimica de Heterociclos (INUQUIMHE), Departamento de Quimica, Centra de Ciéncias Naturais e Exatas,
Universidade Federal de Santa Maria, 97, 105-000, Santa Maria, RS, Brazil.
b aboratorio de Neurotoxicidade e Psicofarmacologia, Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Naturais e Exvatas,
Universidade Federal de Samra Maria, Y7, 105-000, Sanra Maria, RS, Brazil,

Abstract— A series of sixteen 2-substituted-2-imidazolines (where the substiment R = Ph. Me-4-Ph: MeO-4-Ph: (MeO),-3.4-Ph;
(Me0);-3,4.5-Ph; Ph-4-0-C(0)-Ph; Cl-4-Ph; CI-2-Ph; Cl,-2.4-Ph; NO,-4-Ph: NO,-3-Ph; Naphth-2-yl; Fur-2-y1; Benzofur-2-yl; Pynidin-
2-yl; Quinolin-2-y1) has been synthesized from the reaction of the substituted-aldehydes and ethylenediamine by ultrasound irradiation
with NBS in an agueous medium in high yields (80-99%). The 2-imidazoline abtlity to tnhibit the activity of the A and B isoforms of
monoanine oxidase (MAO) was investigated and some of them showed potent and selective MAO inhibitory activity especially for the

MAO-B 1soform and could become promising candidates for future development.

©2000 Elsevier Science Lid. All rights reserved.

Monoamine Oxidase (MAO), localized in the outer
mitochondrial membrane, is a flavin adenine
dinucleotide (FAD)-containing enzyme responsible for
the oxidative deamination of amines in the brain and the
peripheral tissues, regulating their level.” This reaction
produces the corresponding aldehyde and free amine.
with the generation of hydrogen pemude MAO exists
in two isoforms. namely. MAO-A and MAO-B. which
differ according to their substrate specificity and their
selectivity to the inhibitor.” MAO-A preferentially
metabolizes serotonin and noradrenaline and is inhibited
by low concentrations of i.,lorgyline3 MAGQO-B acts
pleferemlaliy on 2-phenylethylamine and henzylamme
and is inhibited by selegiline (L-deprenyl).* Dopamine,
tyramine, and U}ptnmme are substrates for both
isoforms of MAO.

Due to their role in neurotransmitter metabolism, the
regulation of MAO-A and MAO-B activity has been an
important target for treating psychiatric and
neurodegenerative  disorders. Currently, compounds
able to inhibit these enzymes have been used in the
therapy of Parkinson's and Alzheimer’ s disease,
depression syndrome and panic disorders.” In fact,

Parkinson’s and  Alzheimer’s disease have been
associated with oxid'ﬂwe stress and increasing MAO-B
activity in the CNS.*

Over the last 15 years, since the demonstration that [r-
imidazoline sites are associated with the mitochondrial
fraction of membranes.’ several studies have pmwcled
evidence that these sites represent regions on MAOs." In
fact, I,-binding sites have been identified on hoth MAO-
A and MAO-B isoforms as regulatory sites able to
modulate MAO  activity thmugh a not yet fully
understood inhibitory mechanism.” Moreover, because
of the different tissue sensitivity to amiloride, a
guanidine able to discriminate between I,y- and -
subtypes, it has been proposed that I _6\-sites are located
on MAO-A and Lg-sites on MAO-B.” These L-binding
sites do not appear to be located within the enzyme
catalytic site. or the prosthetic group, or the binding
domain of classical MAOQO inhibitors. ™ However,
most recent reports have demonstrated that the majority
of amino acid residues identified as I;-sites on MAO-B
{149-222) are obtained within the active site or entrance
cavity of the enzyme according to crystallographic
studies.'! Recently it was also demonstrated that
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1m1dazolme wmpounds are able to bind to the MAO-A
active site."

Therefore, some reports from the literature have
demonstrated that imidazoline and guanidinium
derivative Lompounds are able to inhibit MAO

activities."™"* This effect has been attributed to a high
affinity I, binding site on MAO-B ([ p) and a similar
lower affinity site on MAO-A (Iﬂ,\) In this context,
the limited nuess1b1lny of the I; imidazoline binding
domain on MAO-B in various tissues indicates the
existence of a distinct subpopulation of the -s:nzyme.lj
Thus, the use of imidazoline derivates such as MAO
inhibitors may allow for the development of new
therapeutic agents that target the enzyme in a cell-type
selective manner.

‘We are particularly interested in the therapeutic role of
MAO-B inhibitors in Parkinson's and Alzheimer’s
disease. In this paper, in an attempt to identify novel
imidazoline derivatives endowed with MAQO inhibitory
activity and selectivity we have synthesized a series of
2-imidazolines combining a greener synthetic approach
with assessment of their in vitro activities.

The energy provided by ultrasound has been utilized
recently to accelerate a number of synthetically useful
reactions.” Its effect observed on organic reactions is
due to cavitation, a physical process that creates,
enlarges, and implodes gaseous and vaporous cavities in
an irradiated liquid, thus enhancing the mass transfer, 178
Compared with traditional methods, this technique is
more appropriate in the consideration of green
chemistry  concepts.  Ultrasound  application  is
considered a processing aid (or auxiliary) in terms of
energy  conservation and waste minimization,'
Recently, we have demonstrated the use of this form of
energy in heterocyclic preparations providing a
remarkable rate of enhancement and a dramatic
reduction in reaction time.'

In recent decades, the use of water s solvent in organic
reactions has been reinvestigated.” ? Water is a nontoxic
solvent and readily available at low cost. It is also
nonflammable and environmentally benign, providing
opportunities for clean processing and pollution
prevention. In addition, because organic reactions often
display unique reactivity and selectivity, performing
them in an aqueous medium at or slightly above room
temperature has become of great interest in order to
exploit, for example, their so-called hydrophobic
effects.

The synthesis of 2-imidazolines (3a-p) was carried out
by the previously reported method of condensation
1n\rol\p1ng aldehydes (1a-p) and erlnlenemannne (2)in
the presence of N-bromosuccinimide.'® The reaction
was performed in water as solvent under ultrasonic
irradiation furnishing the products (3a-p) in high yields
and significantly shorter times (Scheme 1).

The method for forming 2-imidazolines under ultrasonic
irradiation offers several advantages including faster
reaction rates, higher purity, and higher yields. In
comparison with conventional methods, the main goal
of ultrasound application was the significant decrease of
reaction time. While conventional methods require
agitation overnight, * under ultrasonic irradiation the
products were obtained in 12 to I8 minutes.
Moreover, this approach does not require the use of any
halogenated solvent or an additional method for product
purification. In contrast to other merhods,‘J the
synthesis of 2-imidazolines did not require the use of
any catalyst.

All compounds 3 showed physical and spectrometric
properties corresponding to the [_ltmposed structures and
in accordance with the literature. "

o S i I'J N
' H ™.
RMH HoN - NH; 80-99% &
la-p 2 3a-p
Entry I3 Time (min})  Yield (%) Entry R Time (mn)  Yield (%)

a Ph 12 99 i Cl,-2.4-Ph 12 a3
b Me-4-Ph 18 95 i NO,-4-Ph 18 82
© MeO-4-Ph 15 92 k NO,-3-Ph 15 96
d (Me0),-3.4-Ph 15 90 1 Naphth-2v1 15 91
2 (Me(),-34.5-Ph 15 &6 m Fur-2-yl 18 20
f Ph-4-0-C(0)-Ph 15 84 n Benzofur-2-y1 15 &7
E Cl-4-Fh 18 98 o Pyridin-2y1 15 a5
h Cl-2-Ph 13 92 p Quinolin-2v1 18 o7

Scheme 1. Reagents and conditions: (7) H,O, NBS, )}, 65-70°C, 12-18 min
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The in virro inhibitory activity of compounds 3a-p
against MAOS was determined as  previously
described™ and the results are shown in Table 1. The
compounds obtained were considered potent when K,
was less than 10 pM and were particularly selective
when their selectivity index (K; MAO-A / K; MAO-B)
was greater than 10. Among the synthesized compounds
that inhibited preferentially MAO-A (entries 3c-e. 3j)
only compound 3d was found to be selective, presenting
a K; for MAO-A of approximately 73-fold lower than its
K, for MAO-B. The imidazoline 3p also showed a
potent inhibitory effect (K; 4.86 puMy for this MAO
isoform, however, this compound was not selective
(0.91).

Table 1. Monoamine oxidase inhibitory activity of 2-imidazolines Ja-p.

Entry K MAOC-A (M) K MAO-B (uM}® sL
3a 28753 (21.0-30.4) 2127 (14.7-307) 1.35
b 10210 (64.4-162) 1309 (B1-21.0) 779
3 1575 (10.2-24.2)  32.67 (209-51.1) 048
3d 13.57 (9.1-20.2) ~ 1000 0.013
3e 114,40 (75.0-174.4) ~ 1000 0.114
kI 12.84 (B.6-19.2) 1.38 (0.97-1,97) 9.27
g 166,30 (102,3-270.5) 3.35(34-83) 31.05
3h > 1000 24,57 (15.2-39.8) = 4070
3 2875 (20.9-39.4) 3.0%(2.9.5.3) 10.52
3j 181,40 (115-286.2) = 1000 0. 181
3k > 1000 19,27 (11.1-33.5) >51.89
k| 13,89 (6.02-32.04) L49(04-5.1) 9.32
3m = 1000 = 1000 -
Jn (2-BFT) 24.94 (14.343.6) 3.63(0.3-4.00 .86
3o = 1000 2528 (11.8-54.0) = 10,55
Ip(BU2H 4.86 (3.6-6.6) 3320894 0.91

"Each value represenis the mean (confiance interval) of three or four
independent experiments.
In vitro Ehﬁlvifj" index = (K; spos /K mans)

Among the compounds obtained that selectively
inhibited MAO-B (entries  J3g-i,3K.3o), only
imidazolines 3g and 3i were shown to be potent with K;
values of 5.35 uM and 3.98 uM, respectively. One can
conclude that the replacement of chlorine at the ortho
position in the 2-imidazoline 3h with the para positon
on compound 2g seemed to decrease selectively for
MAO-B and increase the inhibitory potency against this
isoform. The dichloro-substituted compound 3i lost
selectivity with a slightly increasing inhibitory activity
against MAO-B. An interesting finding was the
inversion of selectivity of 2-imidazoline 3k from the
replacement of an electron withdrawing group (NO;) at
the meta position of benzene with an electron donating
group (OMe) in compound 3d. While the imidazoline
3k was able to selectively inhibit MAO-B, compound
3d selectively inhibited MAO-A. This suggests that
electronic effects can govern the recognition process for
2-imidazolines on both MAOs.

Some of synthesized compounds were shown to exert
potent and selective binding at I-sites, such as 3l
(benazoline). 3n (2-BFI). and 3p tBUEM}‘j In fact.

these imidazolines showed good inhibitory activity
especially against MAO-B. The 2-BFI and BU224 1Csy
values reported in literature range from 11 o 16.5 and
4.8 to 10.7 uM for MAO-A and from 23 lr_: "'? 9 and
448 o 51.4 pM for MAO-B, 1especr1\fe1y . Our
obtained 2-BFI and BU224 IC‘m values were 65 and
127 pM for MAO-A and 91 and 133 upM,
respectively. Thus, in our conditions 2-BFI and BU224
seems to be less potent to inhibit MAO-A and more
potent to inhibit MAO-B when compared with literature
values. However, when K; values were compared, the 2-
BFI potency on MAO-A obtained in our study (29.94
uM) are similar with the literature data (26 pM) )12 As K;
values are more appropriated for potency comparison
among different studies, our results are consistent with
literature data. However. none of the compounds
endowed with high affinity for the L-site were able to
inhibit MAO with significant selectivity, Reports from
the literature have affirmed that there are no significant
correlations between the polencies of imidazoline
derivatives at I;-sites and their values for inhibition of
MAO-A or MAO-B activities. In general. these
compounds show two to three times less activity for
MAO mlnblnon than their reported values of I;-site
1fﬂmty Thus, it has been suggested that I,-sites are
not directly related to the site of action of these drugs
against MAO activity.

The nature of the interaction of imidazolines w 1t]1 MAD
has been described as either noncompetitive™ and
mixed,'™ or compelitive for MAO-A inhibition and
mixed for MAO-B inhibition. * Our preliminary Kinetics
studies showed that compound 3g, obtained as a lead-
like compound, inhibited MAO-B in a competitive
manner. However, additional studies are necessary 1o
clarify this point.

In summary, we have reported the preparation of 2-
imidazolines  using a  highly  efficient and
environmentally benign synthetic protocal to obtain
novel compounds endowed with MAO inhibitory
activity. The simplicity, the use of water instead of
organic solvents as reaction medium, the high yields
(80995, and the short reaction times (12-18 min)
make this reaction highly attractive. In addition, the
existence of a distinct subpopulation of MAO-B with
different accessibility to the L-site may allow access to
inhibitors of this isoform in a tissue-specific manner,
avoiding numerous side effects attributed to these
classes of compounds. Our contribution toward this
understanding was to obtain novel 2-imidazoline
derivatives as active MAO inhibitors in the uM range
with good selectivity. Studies on the use of 2-
imidazoline compounds in models of Parkinson's and
Alzheimer’s disease are in progress and these data will
be communicated hereafter.
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adapter, a tianium microtip (&) 6 mm) was attached to
the reaction glass container and the mixture was
sonicated by 2 main (Vibra Cell VC50, Sonics &
Marerial Inc). After this time, NBS (0.213g, 1.2
mmol) was added to the mixture and the resulting
solution was sonicated for the appropriate time
(Scheme 1). The reaction temperature was raised to
65-T0°C after sonication for §-10 min. After cooling
to room temperature NaOH (20%) ag was added to
the reaction mixture. Finally, the solution was
extracted with ethyl acetate (3 x 15 mL);, after
combined, the organics lavers were washed with
water (2 x 10 mL) and dried with Na,50, The
solvent was removed under reduced pressure to afford
the 2-imidazolines 3 with excellent purity.

'H and “C NMR spectra were acquired on a Bruker
DPX 200 or Bruker DPX 400 spectrometer ('H at
200.13 MHz or 400.13 MHz and "°C at 50.32 MHz or
100.63 MHz. respectively) at 300 K, in 5 mm sample
tubes, and with a digital resolution of +0.01 ppm.
CDCl; was used as solvents containing TMS as
internal standard. Mass spectra were registered in a
HP 5673 MSD connected to a HP 6800 GC and
interfaced by a Pentium PC. The GC was equipped
with a split-splitless injector, autosampler cross-
linked HP-5 capillary column (30 m, 0.32 mm of
internal diameter), and helium was used as the carrier
gas. Select data for compound 3M: mp 116-118°C; 'H
NMR (CDCl;, 200 MHz) é 3.80 (s. 4H, 2CH,), 3.98
(br, |H, NH), 7.25-7.69 (m. 3H. Ph), 7.84-8.22 (m,
4H. Ph); “C NMR (CDCls. 100 MHz) & 49.8 (2CH,).
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MAO inhibitions assay: The synthesized compounds
were tested for their inhibitory activity on MAO-A
and B in rat brain mitochondrial homogenates.™ The
protein concentration was determined according to
Bradford.” The mitochondrial fractions were
preincubated at 37°C for 5 min with the irreversible
and selective inhibitor selegiline (250 nM) or
clorgyline (250 nM) to assay MAO-A or MAO-B
activity, respectively. The imidazoline compounds
were dissolves in dimethy] sulfoxide (DMSO) and
added to the reaction mixture from 0 to 10° uM. After
5 min, kynuramine was added as a non selective
substrate at concentrations equal to the corresponding
Kyp value (90 uM for MAO-A and 60 pM for MAO-
B). The solutions were incubated at 37°C for 30 min.
Addition of three chloreacetic acid ended the reaction
and the samples were centrifuged at 16 000 gxfor 5
min. The supernatant fractions were removed and the
concentrations of the MAO generated product, 4-
hydroxyquinoline (4-OHQ), was measured
spectrophotometrically at 314 nm. When there was
interference  of the compounds tested on the
spectrophotometric methods, the fluorescent product
of the reaction was measured by fluorimetric method,
using 315 nm (excitation) and 380nm (emission).
Apparent K; values were calculated using the equation
for competitive inhibitors.

Anastassiadou, M.; Danoun, S.; Crane, L.; Baziard-
Mouysset, G.; Payard, M.; Caignard, D.-H.; Rettori,
M.-C.; Renard, P. Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 583,
Soto-Otero, R.; Méndez-Alvarez, E.; Hermida-
Ameijeiras. A.; Sanchez-Sellero, L; Cruz-Landeira,
A Lamas, M L. Life Sei. 2001, 69, 879.

Bradford, M. M. Anal. Biochem. 1976, 72, 248,

1973, 22, 3099,
Tesson, F., Prippbuus, C., Lemoine, A., Pegonier, J. P.,
Parini, A. J. Biol. Chem. 1991, 266, 155.

. Lalies, M. D., Hibell, A., Hudson, A. L., Nutt, D. J.

Ann. N. Y. Acad. Sci. 1999, 881, 114.

89



Graphical Abstract
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Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar
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Baixar livros de Quimica
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

