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RESUMO 
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EFEITO DE 2-ARIL(HETEROARIL)-4,5-DIIDRO-1 H-IMIDAZÓIS 
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 dinucleotídeo adenina-flavina 

(FAD) e que está presente na membrana externa da mitocôndria de células neuronais, glia e outras 

células. Seu papel inclui a regulação dos níveis de aminas biogênicas e xenobióticas no cérebro e em 

tecidos periféricos pela desaminação oxidativa. Com base na especificidade a substrato e inibidores, 

são descritas duas isoformas da MAO (A e B). Devido aos seus papéis no metabolismo das 

catecolaminas neurotransmissoras, a MAO-A e a MAO-B são consideradas farmacologicamente 

interessantes, e inibidores reversíveis e irreversíveis destas isoformas são usados clinicamente para 

tratar doenças neurológicas incluindo depressão e doença de Parkinson. Nos últimos 15 anos, desde 

a demonstração que sítios I2 estão associados com frações da membrana mitocondrial, muitos 

estudos provem evidências de que estes sítios representam regiões da MAO. Além disso, alguns 

estudos têm demonstrado que derivados imidazolínicos são capazes de inibir a atividade da MAO. 

Este efeito tem sido atribuído a sítios I2 de alta afinidade na MAO-B (I2B) e a um sítio similar de baixa 

afinidade na MAO-A (I2A). Assim, este estudo teve como objetivo investigar o efeito in vitro de 

compostos 4,5-diidro-1H-imidazol-2-substituídos sobre a atividade da enzima monoamina oxidase 

através de métodos espectrofotométricos e fluorimétricos usando quinuramina como substrato. Entre 

os compostos estudados que inibiram preferencialmente a MAO-A (3c-e, 3j) apenas o composto 3d  

foi seletivo, apresentando um Ki para a MAO-A de aproximadamente 73 vezes menor do que seu Ki 

para MAO-B. Entre os compostos obtidos que seletivamente inibiram MAO-B (3g-l , 3K, 3o), apenas a 

imidazolina 3g mostrou ser potente, com valores de Ki de 5,3 µM. Alguns compostos que exercem 

ligação potente e seletiva à sítios I2, como o 3l (benazolina), 3n (2-BFI) e 3p (BU224) mostraram boa 

atividade inibitória especialmente contra MAO-B. Em fígado 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 reversível e apresentaram inibição de natureza mista (diminuindo o 

valor de Vmáx e aumentando o valor de Km) sobre a enzima MAO. Estes resultados confirmam que 

drogas imidazolinas podem inibir a atividade da MAO e sugerem uma relação entre sítios I2 e a 

modulação da atividade da enzima.  

 
Palavras-chaves: imidazolinas; sítios imidazolínicos I2; MAO-A; MAO-B 
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ABSTRACT 
Master Dissertation 

Graduating Program in Toxicological Biochemistry  
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil 

 

EFFECT OF 2-ARYL-HETEROARYL-4,5-DIHYDRO-1 H-IMIDAZOLES 
ON MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY IN VITRO. 

 
Author: GABRIELA DA SILVA SANT´ANNA 

Advisor: MARIBEL ANTONELLO RUBIN 
Co-Advisor: JULIANO FERREIRA 

Date and place of the defense: Santa Maria, August, 5th, 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 I2-

imidazoline sites are associated with mitochondrial membranes 15 years ago, several studies have 

provided evidence that these sites represent regions on MAOs. In line with this view, it has been 

demonstrated that imidazoline derivatives inhibit MAO activity. This effect has been attributed to a high 

affinity I2 binding site on MAO-B (I2B) and to a similar lower affinity site on MAO-A (I2A). 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-I, 3k, 3o), imidazoline 3g 

was shown to be potent with Ki value of 5,3 µM. Some of compounds that selectively bind to I2-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 Vmax and increased Km values). 

These results confirm that imidazolines inhibit MAO activity and suggest a relationship between I2 

binding site and modulation of central MAO activity.  

 
Keywords: imidazolines; imidazoline binding sites I2; MAO-A; MAO-B. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A monoamina oxidase (MAO) é uma enzima que contém um dinucleotídeo 

flavina-adenina (FAD), e que está localizada na membrana externa da mitocôndria. 

Esta enzima é responsável pela desaminação oxidativa de aminas no cérebro e nos 

tecidos periféricos, regulando seus níveis. A MAO metaboliza aminas primárias, e 

também algumas aminas secundárias e terciárias, conforme a seguinte reação: 

 

E-FAD + R-CH2-NH2  ↔ E-FADH2 + R-CH=NH 

R-CH=NH + H2O ↔ R-CHO + NH3 

E-FADH2 + O2  ↔ E-FAD + H2O2 

 

Figura 1  – Esquema simplificado da reação catalisada pela MAO. E-FAD: enzima ligada ao 

cofator FAD no estado oxidado; R-CH2-NH2: amina primária; E-FADH2: cofator FAD reduzido; 

RCH=NH: aldeído; H2O: água; R-CHO: ácido; NH3: amônia; O2: oxigênio; H2O2: peróxido de 

hidrogênio.  

 

 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 ácido glutâmico e ácido gama-

aminobutírico (GABA), estas monoaminas regulam processos envolvidos no 

movimento, no humor, nas emoções, na cognição, na memória e no aprendizado. 

Assim, a MAO tem uma estreita relação com importantes funções cerebrais. 

A enzima monoamina oxidase apresenta-se como duas isoformas, MAO-A e 

MAO-B, que são codificadas por dois genes diferentes. As duas isoformas são 

funcionalmente distintas por sua seletividade a substratos e inibidores, e distribuição 

nos tecidos. Além disso, a expressão das duas isoformas varia durante o 

desenvolvimento (onde prevalece a MAO-A), e o envelhecimento (onde ocorre 

aumento da expressão de MAO-B).  

A MAO-A catalisa, preferencialmente, a desaminação de serotonina e 

norepinefrina e é sensível a inibição irreversível do inibidor seletivo clorgilina. No 

cérebro, a MAO-A encontra-se, preferencialmente, em neurônios 

catecolaminérgicos, enquanto que perifericamente esta isoforma está presente no 
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intestino, placenta, fígado, entre outros órgãos. Quando o gene da MAO-A é 

deficiente, em humanos ou camundongos, observam-se altos níveis de serotonina e 

norepinefrina e o fenótipo é caracterizado por um aumento no comportamento 

agressivo. Além disso, é comprovada a eficácia clínica dos inibidores da MAO-A no 

tratamento de doenças afetivas, como a depressão.  

A MAO-B oxida preferencialmente β-feniletilamina e benzilamina, sendo 

inibida irreversivelmente pelo inibidor seletivo selegilina (l-Deprenil). Ela é altamente 

expressa em células gliais e em neurônios serotoninérgicos, embora não esteja 

envolvida diretamente na desaminação da serotonina. Acredita-se que a expressão 

da MAO-B acompanha o aumento de astrócitos, que ocorre, normalmente, durante o 

envelhecimento. A deficiência no gene da MAO-B em camundongos resulta em um 

aumento nos níveis de β-feniletilamina, norepinefrina e dopamina, mas não nos 

níveis de serotonina. Além disso, a MAO-B participa na biotransformação de 

neurotoxinas como a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) que é convertida 

em 1-metil-4-fenilpirinium (MPP+), uma neurotoxina que mimetiza a doença de 

Parkinson em modelos animais. Estudos mostram que a inibição seletiva desta 

isoforma pode conferir neuroproteção por aumentar os níveis de dopamina no 

estriado e também por causar efeitos antioxidantes através da redução da  formação 

de H2O2. Dessa forma justifica-se a utilização destes inibidores como adjuvantes no 

tratamento da doença de Parkinson.  Alguns outros estudos também ressaltam a 

importância da MAO-B no desenvolvimento da doença de Alzheimer.  

Nos anos 50, a primeira geração de inibidores da MAO foi introduzida na 

prática clínica para o tratamento da depressão. 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 geração de inibidores da MAO 

apresentou vantagens sobre a primeira por apresentar inibição seletiva sobre MAO-

A e MAO-B. Entre eles, destaca-se a rasagilina que possui grande eficácia na clínica 

e, diferente do inibidor L-Deprenil, o seu metabolismo não gera metabólitos do tipo 

anfetamínicos potencialmente tóxicos. No entanto, as drogas da segunda geração 

ainda apresentavam uma inibição irreversível o que limitava sua aplicação 

terapêutica, em vista das crises hipertensivas (reação do queijo) decorrentes do 

consumo de alimentos ricos em tiramina. 
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Atualmente, está em uso na clínica a terceira geração de inibidores da MAO. 

Estas substâncias apresentam benefícios 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 reversível e seletiva sobre a MAO-A, sendo utilizados no 

tratamento da depressão. Alguns inibidores reversíveis de MAO-B também são 

descritos como o lazabemida bastante estudado para o tratamento da doença de 

Parkinson. 

Na década de 90, foi identificado um provável sítio regulatório da MAO, 

chamado sítio de ligação imidazolínico tipo I2. Estes sítios são encontrados na 

membrana mitocondrial externa e possuem como característica importante a sua alta 

afinidade para uma série de compostos imidazolínicos e guanidínicos. Além disso, 

os sítios I2 têm sido subdivididos conforme sua capacidade de reconhecer o 

composto guanidínico, amilorida. Sítios sensíveis à amilorida são designados I2A, e 

provavelmente estejam localizados na MAO-A. Os sítios I2B são insensíveis à 

amilorida estando presentes na MAO-B. Porém, ainda não se sabe o mecanismo de 

interação entre os sítios I2 e as isoformas da MAO. Acredita-se que este sítio seja 

distinto do sítio catalítico da enzima, e independente do grupo prostético FAD, ou 

dos domínios de ligação a inibidores clássicos da MAO. De fato, estudos 

demonstram que a maioria dos resíduos de aminoácidos (149-222) identificados 

como sítios I2 na MAO-B são encontrados na cavidade de entrada do sítio catalítico 

da enzima.  

Muitos relatos na literatura demonstram que derivados imidazolínicos são 

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 não-seletiva. Estes efeitos são atribuídos 

a interação com sítios I2 de alta afinidade, localizados na MAO-B (I2B) e sítios 

similares, de baixa afinidade, localizados na MAO-A (I2A). Além disso, estudos 

mostram que em determinados tecidos, os sítios I2 não apresentam relação com a 

MAO-B, sugerindo que exista diferentes subpopulações da MAO, uma com sítios I2 e 

outra sem. 

 Assim, o estudo de compostos imidazolínicos, que interajam com sítios 

específicos I2 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 interação que envolve essas duas proteínas 

(sítios I2 e MAO) pode auxiliar o desenvolvimento de uma nova classe de agentes 

terapêuticos úteis no tratamento de neuropatologias como as doenças de Parkinson 

e Alzheimer, bem como em doenças afetivas, como a depressão. 
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2. OBJETIVOS 

 

Levando em consideração que substâncias que possuem núcleo imidazolínico 

são capazes de inibir a atividade da MAO possivelmente por interação com sítios I2, 

o principal objetivo deste trabalho é: 

 

2.1. Objetivo geral 

 

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

atividade da enzima monoamina oxidase in vitro. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

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

atividade da MAO in vitro em cérebro e fígado de ratos; 

 

� Avaliar a possível reversibilidade da inibição da MAO in vitro pelos compostos 

2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis, em cérebro de ratos; 

 
� Avaliar as possíveis alterações de alguns parâmetros cinéticos da atividade 

da MAO na presença de compostos 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis, 

em cérebro de ratos. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Monoamina Oxidase 

 

A monoamina oxidase (MAO) (E.C: 1.4.3.4) é uma enzima que contém FAD e 

está localizada na membrana externa da mitocôndria em neurônios, glia e outras 

células. Ela catalisa a desaminação oxidativa de aminas biogênicas, como 

monoaminas neurotransmissoras (serotonina, norepinefrina, dopamina) e 

neuromoduladoras (β-feniletilamina), assim como monoaminas bioativas exógenas 

(tiramina) (SHIH et al., 1999). Em tecidos neuronais, a MAO participa na regulação 

dos níveis de neurotransmissores monoaminérgicos e regula os estoques 

intracelulares de monoaminas. Em tecidos periféricos, como intestino, fígado, 

pulmão e placenta, a MAO protege o organismo oxidando aminas provenientes do 

sangue ou prevenindo sua entrada na circulação sanguínea. Em microvasos da 

barreira-hemato-encefálica (BHE), por exemplo, a MAO possui função protetora 

agindo como barreira metabólica (Youdim et al., 2006a). Além disso, esta enzima é 

responsável pela biotransformação 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 

que a MAO participa em processos apoptóticos sendo que a inibição da sua 

atividade pode suprimir a morte neuronal (DE ZUTTER et al., 2001).  

A reação catalisada pela MAO envolve a desaminação de monoaminas em 

aldeído e amônia (no caso de aminas primárias) e em aminas substituídas (no caso 

de aminas secundárias), com geração de peróxido de hidrogênio (H2O2) (Figura 2). 

O H2O2, formado quando o cofator FAD é reoxidado pelo oxigênio, geralmente é 

inativado por enzimas como catalase e glutationa peroxidase. Entretanto, quando há 

um aumento na atividade ou expressão da MAO, o H2O2 em alta quantidade pode 

ser convertido por íons Fe2+ em radicais hidroxilas (OH•) altamente reativos (Figura 

3). Estes radicais são capazes de provocar efeitos deletérios que podem causar 

dano e morte neuronal. Já o aldeído formado é rapidamente metabolizado pela 

enzima aldeído desidrogenase a metabólitos ácidos. Estes metabólitos ácidos (ácido 

5-hidróxi-3-indol acético a partir de 5-HT, ou ácido 3,5-diidróxifenil 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2  – Metabolismo de monoaminas através desaminação oxidativa realizada pela MAO. 

RCH2NR1R2: amina primária; MAO: monoamina oxidase; RCHO: derivado aldeído; NHR1R2: amina 

substituída ou amônia; ADH: aldeído desidrogenase; RCOOH: derivado ácido; FAD: dinucleotídeo 

flavina-adenina; FADH2: cofator FAD reduzido; O2: oxigênio; H2O2: peróxido de hidrogênio (YOUDIM 

et al., 2006). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3  – Mecanismo de neurotoxicidade induzido por ferro e peróxido de hidrogênio, via 

reação de Fenton. MAO: monoamina oxidase; H2O2: peróxido de hidrogênio; GPO: glutationa 

peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; H2O: água; O2: oxigênio; Fe2+: íon 

ferro; OH•: radical hidroxila (Adaptado de YOUDIM et al., 2006). 

 

 Baseado nas evidências de estudos conduzidos com vários inibidores, 

Jonhston (1968) conclui que a MAO consiste de um sistema binário 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 distribuição tecidual. MAO-A é inibida 

irreversivelmente por baixas concentrações de clorgilina e catalisa preferencialmente 

a oxidação de serotonina (FOWLER et al., 1982), enquanto MAO-B é inativada 

irreversivelmente por baixas concentrações de selegilina (L-Deprenil) e 

preferencialmente oxida β-feniletilamina e benzilamina (KNOLL & MAGYAR, 1972). 

A tiramina, a triptamina e a dopamina são igualmente metabolizadas por ambas as 

formas da enzima (YOUDIM, 2006a). Entretanto, em humanos a dopamina é 

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, há numerosas exceções a essa regra pelo fato de a especificidade da 

MAO aos substratos depender da concentração, afinidade e renovação dos 

substratos, além de depender da concentração da enzima (TIPTON et al., 1987).  

A distribuição da MAO no cérebro apresenta pequenas variações entre as 

espécies. MAO-A é, predominantemente, encontrada em regiões com alta 

densidade de neurônios catecolaminérgicos como lócus ceruleus, substância negra 

e regiões periventriculares do hipotálamo. Além disso, MAO-A está co-localizada 

com a enzima dopamina-beta-hidroxilase, que converte dopamina em noradrenalina 

(WECKER et al., 2001). Em contraste, estudos imunohistoquímicos mostram que 

neurônios serotoninérgicos (células do núcleo dorsal da rafe) e astrócitos contêm 

predominantemente MAO-B (WESTLUND et al., 1985;  SAURA et al., 1996; JAHNG 

et al., 1997). Em relação a sua distribuição em tecidos periféricos, a MAO varia 

dentro de um mesmo organismo. Alguns tecidos como plaquetas de humanos ou rim 

e fígado de bovinos, apresentam maior quantidade de MAO-B (GRIMSBY et al.; 

1990). Já outros, como o intestino e a placenta humana e a tireóide de bovinos 

predomina MAO-A (SIVASUBRAMANIAM  et al., 2003; NAGATSU, 2004). 

As isoformas da MAO, MAO-A e MAO-B são codificadas por dois genes 

diferentes, localizados no cromossomo X (Xp11.23), cada um compreendendo 15 

éxons com idêntica organização introns-exóns (GRIMSBY et al., 1991), sugerindo 

que as isoformas são derivadas a partir de uma duplicação de um mesmo gene 

ancestral. MAO-A e MAO-B humanas são formadas por 527 e 520 aminoácidos, 

respectivamente, e apresentam 70% da seqüência de aminoácidos idêntica (BACH 

et al., 1988). A seqüência de aminoácidos da MAO-A de humanos (BACH et al., 

1988; HSU et al., 1988), bovinos (POWELL et al., 1989) e ratos (KUWAHARA et al., 
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1990) é altamente conservada (>87% idênticas). A seqüência de aminoácidos da 

MAO-B de humanos (BACH et al., 1988) e ratos (ITO et al., 1988) também é 

altamente conservada (88 % idênticas).  

A partir da obtenção 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 possível 

estabelecer a estrutura tridimensional das isoformas da MAO de ratos e de 

humanos, bem como predizer resíduos importantes para a formação do sítio ativo e 

os responsáveis pela especificidade à substratos e inibidores. A MAO-A de rato e a 

MAO-B humana cristalizam como dímeros (Figura 4), com similar interação 

monômero-monômero. No entanto, a MAO-A humana cristaliza como um monômero 

(Figura 4). Isto reflete a diferença de aminoácidos na posição 151 (a MAO-A de rato 

possui um resíduo de ácido glutâmico, enquanto a MAO-A humana possui uma 

lisina). Devido a esta mudança, a MAO-A humana resulta em um estado de 

monômero, pois este resíduo está presente na interface do dímero em MAO-A de 

rato e MAO-B de humanos (ANDRÉS, 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4  – Estrutura da MAO-A (A) e da MAO-B (B) humanas. Cter: porção C-terminal; Nter: 

porção N-terminal (EDMONDSON et al., 2007). 

 

Como mostrado na Figura 4, a MAO possui três domínios bem definidos: o 

domínio do substrato (vermelho), o domínio flavina (azul) com o grupamento flavina 

em amarelo representando o domínio de ligação dos inibidores clássicos, e o 

domínio de membrana (verde) (BINDA et al., 2002). O grupamento flavina 
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apresenta-se covalentemente ligado a um resíduo de cisteína 406 no caso da MAO-

A, ou 397 no caso da MAO-B. Além disso, as porções C-terminais são alfa-hélices 

transmembranas que ancoram a enzima na membrana externa da mitocôndria, com 

o restante da proteína exposta ao citosol. A entrada do substrato ou inibidor no sítio 

ativo ocorre perto da intersecção da enzima com a superfície 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 

seqüência homóloga, algumas diferenças em relação às formas e dimensões das 

cavidades dos sítios de ligação a substrato/inibidor podem afetar as interações com 

inibidores (DE COLIBUS et al., 2005). 

 

 

 

3.2. Desenvolvimento de Inibidores da MAO 

 

O primeiro inibidor da MAO introduzido na clínica foi a iproniazida (Figura 5). 

Ela foi sintetizada em 1951 como um análogo da isoniazida, uma droga usada no 

tratamento da tuberculose (SELIKOFF et al., 1952). Mudanças no humor foram 

observadas durante o tratamento crônico de pacientes com tuberculose que 

recebiam a iproniazida. Estes efeitos de elevação do humor conduziram a uma 

triagem clínica em pacientes depressivos, que mostrou uma utilidade clínica da 

iproniazida como um fármaco antidepressivo (CRANE, 1956) 

A partir deste achado, durante os anos 1950 passou-se a desenvolver outros 

derivados hidrazínicos (Figura 5) inibidores da MAO para o tratamento da 

depressão, como a fenelzina, e a isocarboxazida. Contudo, os relatos de toxicidade 

hepática, crises hipertensivas, de hemorragia e, em alguns casos, de morte, 

resultaram na retirada do mercado de muitos fármacos da primeira geração de 

inibidores da MAO. A toxicidade hepática, associada especificamente com inibidores 

derivados hidrazínicos, foi evitada pelo desenvolvimento de inibidores não-

hidrazínicos, como tranicilpromina e pargilina (Figura 5) (ROBINSON, 2002).  
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Figura 5  – Estruturas químicas de inibidores irreversíveis da MAO 
 

 

Entretanto, as crises hipertensivas continuaram a ocorrer. Este efeito 

colateral, chamado de reação do queijo, ocorre quando a tiramina e outras aminas 

simpatomiméticas, que são encontradas em alimentos fermentados como queijo (DA 

PRADA et al., 1988), entram na circulação, e potencializam a atividade 

cardiovascular simpática pela liberação de noradrenalina (Figura 6). Normalmente, 
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estas aminas são metabolizadas pela MAO-A presente no intestino e no fígado. No 

entanto, com o uso de inibidores irreversíveis, a MAO-A fica constantemente inibida, 

inviabilizando o metabolismo destas aminas exógenas (YOUDIM & WEINSTOCK, 

2004). 

 

 
Figura 6  – Mecanismo de potencialização dos efeitos cardiovasculares causados pela 

tiramina: a “reação do queijo”. Inibidores da MAO inibem a MAO-A intestinal, hepática e endotelial, 

aumentando a captação de tiramina pelos neurônios pré-sinático, causando um aumento na liberação 

de noradrenalina (adaptado de YOUDIM et al., 2006). 

 

A segunda geração 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 inibição da MAO. Estes 

inibidores são 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 ansiolítico (ZISOOK, 1985). Já a selegilina 
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ainda é amplamente estudada e utilizada como adjuvante no tratamento da doença 

de Parkinson, em combinação com a L-DOPA (TETRUD & LANGSTON, 1989; 

WATERS et al., 2004; ONDO, 2006). Diferentemente dos inibidores não-seletivos da 

MAO, os inibidores seletivos de MAO-B não apresentam efeitos colaterais como a 

reação do queijo, em razão do intestino conter pouco MAO-B e a tiramina ser 

efetivamente metabolizada pela MAO-A intestinal. No entanto a selegilina, devido 

ser um análogo estrutural da anfetamina, é metabolizada in vivo em L-anfetamina e 

L-metanfetamina (REYNOLDS et al., 1978), metabólitos potencialmente tóxicos, 

possuindo ações simpatomiméticas semelhantes a anfetamina (SIMPSON, 1978; 

FINBERG et al., 1981). A rasagilina (Azilect®, Indústrias Farmacêuticas Teva, Israel) 

(Figura 5) é também um inibidor seletivo e irreversível da MAO-B (YOUDIM et al., 

1995; STERLING et al., 1998), pertencente à segunda geração de inibidores e, 

diferente da selegilina, é um derivado aminoindol que não gera metabólitos 

anfetamínicos (FINBERG & YOUDIM, 2002). Muitos estudos têm comprovado a 

eficácia da rasagilina no tratamento da doença de Parkison, sendo aprovada desde 

2005, em alguns países, como monoterapia ou como terapia adjuvante com L-DOPA 

(FERNANDEZ et al., 2007).  

Todos os inibidores da MAO originais, da primeira e segunda geração, são 

inibidores enzimáticos irreversíveis. Estas substâncias ligam-se a MAO formando 

uma ligação covalente com o sítio ativo da enzima, destruindo definitivamente a 

função desta enzima (KEARNEY et al., 1971; BACH et al., 1988). A atividade 

enzimática só é restabelecida após a síntese de novas moléculas de MAO. Algumas 

vezes estes inibidores são chamados "suicidas", porque, uma vez a enzima ligando-

se ao inibidor, este, em essência, comete suicídio, pois não mais exercerá sua 

função até que nova molécula de enzima seja sintetizada pelo núcleo 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 administrações 

repetidas. Dessa forma, as ações produzidas pelo uso destes compostos podem ter 

limitações importantes na terapia, como efeitos nervosos centrais (insônia, 

irritabilidade, agitação, hipomania, supressão do sono REM), disfunções 

cardiovasculares (hipotensão ortostática), reações hipertensivas graves e distúrbios 

sexuais (CESURA et al., 1992; STROLIN-BENEDETTI et al., 1992). 

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

desenvolvida: os inibidores seletivos reversíveis. A partir de considerações teóricas, 
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esperou-se que estes inibidores possuíssem alta seletividade ao longo de uma vasta 

faixa de doses e durante o uso crônico, induzindo mínimos efeitos adversos. O 

desenvolvimento de inibidores seletivos e reversíveis da MAO propiciou a perda de 

muitos efeitos colaterais, de nível central e periférico. Alguns inibidores da MAO-B 

reversíveis, como lazabemida (Figura 7) foram desenvolvidos (SAURA et al., 1994). 

A lazabemida é um inibidor altamente seletivo da MAO-B, e diferente da selegilina, 

não é metabolizado em compostos ativos (CESURA et al., 1996). Além disso, os 

inibidores da MAO-B são alvos de grandes pesquisas para o tratamento de doenças 

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 

responsável pela degradação da β-feniletilamina, uma amina endógena que estimula 

a liberação de dopamina e inibe sua recaptação. Assim, a inibição da MAO-B 

possibilita um aumento nos níveis de dopamina, melhorando a transmissão 

dopaminérgica, tão prejudicada na doença e Parkinson (CHEN & SWOPE, 2005). 

Alguns inibidores reversíveis 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 reações adversas. No caso da moclobemida, por 

exemplo, estes efeitos adversos incluem: distúrbios do sono, aumento da ansiedade, 

agitação e dor de cabeça (YAMADA & YASUHARA, 2004).  
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Figura 7  – Estruturas químicas de inibidores reversíveis da MAO. 
 

 

Nas duas últimas décadas, um grande número de inibidores da MAO que 

incluem inibidores reversíveis e irreversíveis da MAO-A e MAO-B foram 

desenvolvidos. Muitos já mostraram possuir valor terapêutico em diversas 

condições, incluindo doenças neurodegenerativas como a doença de Parkinson e a 

doença de Alzheimer, e doenças afetivas como a depressão. Contudo, estudos 

continuam buscando novas moléculas, de diferentes classes químicas (SOUTHAM 

et al., 2005; BERG et al., 2007;GÖKHAN-KELEKÇI 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, reversível, e ausentes de efeitos adversos. Diante disso, muitos estudos 

ressaltam uma classe química de compostos como tendo um importante papel sobre 

a atividade da MAO. Este grupo de compostos são substâncias que apresentam, em 

comum, um núcleo imidazolínico (Figura 8) (CARPENÉ 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 não interajam com a enzima da mesma forma que os inibidores 

clássicos, muitos estudos tratam este grupo de compostos como uma nova 

ferramenta de inibição da MAO. 

 

 

3.3. Sítios Imidazolínicos 

 

 A proposta da existência de sítios imidazolínicos surgiu a partir de estudos 

realizados para entender as ações da clonidina (Figura 8), um agente anti-

hipertensivo de ação central e quimicamente uma imidazolina. É descrito na 

literatura que vários compostos com núcleo imidazolínico (Figura 8) ou guanidínicos 

podem possuir efeitos farmacológicos via interação com α-adrenoceptores e 

sistemas de transporte de íons (TIMMERMANS & VAN ZWIETEN, 1982; 

CANTIELLO & LANIER, 1989). Entretanto, dados provenientes de uma série de 

abordagens diferentes, indicam a existência de proteínas de ligação que 

reconhecem seletivamente ligantes desta classe química e que podem contribuir 

para alguns efeitos farmacológicos obtidos por estes compostos.  

 

NÚCLEO IMIDAZOLÍNICO 

 

ESTRUTURA QUÍMICA DA CLONIDINA 
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Figura 8  – Estrutura química do núcleo imidazolínico e da clonidina. 
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 Uma das primeiras demonstrações da funcionalidade de sítios imidazolínicos 

foi proposta por Bousquet e colaboradores em 1984 (BOUSQUET et al., 1984). 

Neste estudo, os pesquisadores compararam as ações hipotensivas produzidas por 

microinjeções de uma série de agentes, entre eles a clonidina, que diferiam na 

estrutura química e/ou nas ações em receptores α2-adrenérgicos, no cérebro de 

gatos anestesiados. O local da injeção, a medula rostral ventrolateral (RVL), foi 

importante, pois esta região é o principal sítio de ação da clonidina na pressão 

arterial (REIS, 1995). Através de uma cuidadosa análise de estrutura-atividade, os 

autores concluíram que a hipotensão induzida pelas drogas não estava relacionada 

às ações dos agentes como agonistas de receptores α2-adrenérgicos, mas sim a 

estruturas imidazolínicas. Isto os levou a sugerir que deveria existir alguma forma de 

relação estrutura-atividade que indicaria a existência, nesta região da medula 

oblongata, de sítios com preferência por estruturas imidazolínicas (BOUSQUET, et 

al., 1984). 

 Nos anos subseqüentes, a caracterização farmacológica, através de ensaios 

de ligação específica, veio corroborar o proposto por Bousquet. Em 1987, 

Ernsberger e colaboradores (ERNSBERGER et al., 1987) usando o radioligante [3H]-

para-aminoclonidina ([3H]-PAC) revelou sítios, em cérebro de bovinos, que são 

operacionalmente diferentes de α2-adrenoceptores. No mesmo ano, Boyajian e 

colaboradores (BOYAJIAN et al., 1987), em um estudo auto-radiográfico, reportaram 

que sítios marcados, no cérebro, por [3H]-idazoxan, um antagonista imidazolínico de 

receptores α2-adrenérgicos, foram mais abundantes que aqueles marcados por [3H]-

rauwolscina, um antagonista não-imidazolínico altamente seletivo α2-adrenérgico. 

Dois anos depois, em 1989, Wikberg (1989) mostrou a presença de sítios de ligação 

não-adrenérgicos para [3H]-idazoxan em cérebro de porquinho-da-índia. 

 Entretanto, os sítios marcados por [3H]-idazoxan ou [3H]-PAC não 

reconhecem catecolaminas ou outros ligantes seletivos para receptores α2-

adrenérgicos, possuindo propriedades farmacológicas distintas. Por exemplo, a 

clonidina e a fentolamina ligam com alta afinidade a sítios marcados por [3H]-PAC 

(ERNSBERGER et al., 1987), mas com baixa afinidade à sítios reconhecidos por  

[3H]-idazoxan  (WILKBERG & UHLEN, 1990). Em contraste, cirazolina, um composto 

imidazolínico, possui um perfil oposto. Embora se acredite que sítios reconhecidos 

por [3H]-clonidina ou [3H]-PAC e [3H]-idazoxan representem diferentes receptores, o 
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consenso geral presente é de que estes sítios de ligação não-adrenérgicos estão 

estreitamente relacionados e são denominados genericamente como receptores 

imidazolínicos (ATLAS, 1991), sítios com preferência à imidazolinas (BRICCA et al., 

1989), receptores imidazóis (ERNSBERGER et al., 1987) ou sítios receptivos à 

substâncias imidazolínicas e guanidínicas (IGRSs) (COUPRY et al., 1990). Todavia, 

não se deve assumir que estes sítios representem receptores, mas sim que eles 

possam representar proteínas com outras funções, que também possuam regiões de 

reconhecimento para ligantes imidazolínicos. 

Um exame cuidadoso destes sítios sugere que eles são formados por pelo 

menos três populações, denominadas sítios imidazolínicos I1, I2 e I3 (MICHEL & 

ERSNBERGER, 1992; MORGAN et al., 1995.). Cada família difere nas propriedades 

de reconhecimento de seus ligantes, na distribuição tecidual, e possivelmente na 

sua localização dentro da célula. Os sítios I1, classicamente reconhecidos por 

clonidina, foram primariamente localizados no cérebro, em membranas plasmáticas 

celulares, e parecem estar associados com a regulação da pressão sanguínea 

(BOUSQUET, 2001). Os sítios I2 apresentam uma maior distribuição, e estão 

associados com diversos papéis funcionais. Algumas evidências suportam uma 

associação com a enzima monoamina oxidase, creatina quinase e enzimas amina 

oxidases sensíveis a semicarbazida solúveis (TESSON et al., 1995; KIMURA et al., 

2003; HOLT et al., 2004). Já a terceira família destes sítios, os sítios imidazolínicos 

I3, estão localizados nas células beta do pâncreas e estudos mostram que estes 

sítios parecem modular a secreção de insulina dependente de glicose (CHAN et al., 

1991), provavelmente via uma interação com canais de potássio sensíveis à ATP.  

A identificação das três famílias de sítios imidazolínicos levanta questões 

sobre a existência de ligantes endógenos para estes novos sítios. Em 1984, Atlas e 

Burstein purificaram parcialmente uma substância do cérebro que deslocava [3H]-

clonidina competitivamente, com alta afinidade. O material de estrutura 

desconhecida foi chamado de substância deslocadora de clonidina (CDS). Meeley e 

colaboradores (1986) confirmaram a presença de material semelhante a clonidina 

em cérebro de bovinos e foram os primeiros a demonstrar que o material pode ligar-

se com alta afinidade não apenas à α2-adrenoceptores, mas também em sítios 

imidazolínicos, agindo dessa forma como a “clonidina própria do cérebro”. Em 1994, 

uma molécula de estrutura conhecida com propriedades de ligação 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 várias moléculas nativas que 

podem interagir com sítios imidazolínicos e que são tratadas como possíveis ligantes 

endógenos dos sítios imidazolínicos. Estudos mostraram que certas substâncias 

chamadas β-carbolinas (Figura 9) exibem alta afinidade para sítios de ligação 

imidazolínicos I1 e I2 (HUDSON et al., 1999a; HUBBANDS et al., 2001). Estes 

achados aliam-se ao fato de que algumas β-carbolinas que apresentam alta 

afinidade também são encontradas endogenamente em tecidos de mamíferos 

(AIRAKSINEN & KARI, 1981), criando a possibilidade que elas possam representar 

ligantes endógenos para estes sítios.  
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Figura 9  – Estrutura dos possíveis ligantes endógenos dos sítios imidazolínicos. 

 

Além disso, nos últimos anos, muitos estudos vêm mostrando ações 

funcionais das β-carbolinas e sua relação com sítios imidazolínicos. Entre estes 

estudos, destacam-se suas ações sobre a modulação da temperatura corporal 

(ROBINSON et al., 2003), capacidade de induzir respostas hipotensivas (GLENNON 

et al., 2000), modulação dos níveis de monoaminas em regiões cerebrais 

específicas (ADELL et al., 1996; HUDSON et al., 1999b), capacidade de reduzir 

parâmetros associados com síndrome de retirada da morfina (HUDSON et al., 

1999b; CAPPENDIKJ et al., 1994), modulação da secreção de insulina (JACKSON & 

NUTT, 1996) e consumo de comida (EDWARDS, 2003; ROMMELSPACHER et al., 

1977).  
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3.4. Sítios Imidazolínicos I 2  

 

  O avanço na descoberta de novos ligantes seletivos para sítios 

imidazolínicos I2, proporcionou maior entendimento sobre a função, localização e 

distribuição destas proteínas. Um destes ligantes é o 2-BFI (Figura 10), que possui 

alta afinidade para sítios I2 e tem sido usado para caracterizá-los em várias 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 são ligantes seletivos com alta afinidade de sítios 

I2 (MACKINNON, et al., 1995; HUDSON et al., 1999) e exibem dados comparáveis 

aos observados para o composto 2-BFI em estudos auto-radiográficos. Em 

contraste, os agentes com alta seletividade para sítios I1, como clonidina, para-

aminoclonidina, fentolamina, rilmenidina, moxonidina e cimetidina, possuem uma 

baixa afinidade (Ki=1-100 µM), e catecolaminas e histamina não se ligam a estes 

sítios. 
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Figura 10  – Estrutura química de ligantes seletivos de sítios I2 
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Os sítios I2 foram identificados em muitos órgãos, tecidos e tipos celulares, 

como córtex cerebral (WIKBERG et al., 1990), astrócitos (REGUNATHAN et al., 

1993a), rim (COUPRY et al., 1990), fígado (ZONNENCHEIN et al., 1990), medula 

adrenal (REGUNATHAN et al., 1993b), plaquetas (MICHEL et al., 1989), adipócitos 

(MACKINNON et al., 1989), células pancreáticas (CHAN et al., 1995), próstata 

(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 há dois subtipos de sítios I2: I2A, sensível à amilorida; I2B, insensível 

a amilorida (DIAMANT et al., 1992; MIRALLES et al., 1993; REGUNATHAN et al., 

1993; OLMOS et al., 1999)  

A nível subcelular, os sítios imidazolínicos I2 estão associados à membrana da 

mitocôndria (TESSON et al., 1991a; LIMON-BOULEZ et al., 1992). Esta localização 

não é comum, sendo compartilhada apenas por receptores benzodiazepínicos do 

tipo periférico. Entretanto, sítios I2 e receptores benzodiazepínicos diferem, pois o 

composto PK11195, ligante com alta afinidade pelo último, não se liga a sítios I2 

(TESSON et al., 1991a). Embora muito bem distribuído, tanto no cérebro como em 

tecidos periféricos, os sítios I2 não são expressos em todos os tecidos (TESSON et 

al., 1992), mesmo aqueles ricos em mitocôndrias. Assim, nem todas as mitocôndrias 

dos tecidos expressam sítios I2, indicando a variabilidade de alguns órgãos com 

respeito à localização subcelular.  

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos de transdução de sinal acoplados 

aos sítios I2. O fato de que a ligação aos sítios não é modificada por GTP ou seus 

análogos (DE VOS et al., 1994; BRICCA et al., 1993), que os sítios estão na 

mitocôndria, e que a exposição de tecidos a ligantes dos sítios falha em aumentar a 

acumulação de segundos mensageiros como nucleotídeos cíclicos ou fosfatos de 

inositol (REGUNATHAN et al., 1991) indicam que este sítio não está acoplado à 

proteína G. Estudos mostram que o tratamento de células adrenais cromafins com 

ligantes dos sítios produz um lento aumento dose-dependente do influxo de cálcio 

(REGUNATHAN et al., 1991), associado à liberação de catecolaminas, sugerindo 

que sítios I2 possam regular cálcio intracelular, possivelmente por influenciar os 

estoques mitocondriais. Acredita-se também que outros íons possam estar 

envolvidos. Estudos com células tubulares proximais renais indicam que o idazoxan 

e a cirazolina inibem a reabsorção de sódio por mecanismos não-adrenérgicos 
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(BIDET et al., 1990). Além disso, a ligação a sítios I2 é sensível ao íon potássio ou a 

drogas que agem em canais de potássio (ATLAS, 1991) sugerindo alguma 

associação com canais de potássio. Corroborando esta hipótese, estudos mostram 

que compostos imidazolínicos são capazes de regular canais de potássio sensíveis 

à ATP (KATP) em células pancreáticas (DUNNE, 1991; IBBOTSON et al., 1993).  

Embora não esteja clara a função fisiológica destes sítios, alguns efeitos dos 

ligantes seletivos I2 são relatados. Entre estes, destacam-se: indução de hiperplasia 

astrocítica em cérebro de ratos adultos (ALEMANY et al., 1995b), redução da 

penumbra após isquemia cerebral global ou focal (GUSTAFSON et al., 1989; 

MAIESE et al., 1992); atenuação da tolerância a antinocicepção induzida por 

opióides (BORONAT et al., 1998); papel neuroprotetor (BORONAT et al., 1998), 

aumento do consumo de alimento (BROWN et al., 1995); entre outros. 

 

 

 

3.4.1. Relação Funcional entre Sítios I2 e MAO 

 

A partir da demonstração que sítios de ligação imidazolínicos I2 estão 

presentes na membrana mitocondrial externa (TESSON et al., 1991b), muitos 

estudos geraram evidências de que estes sítios estão relacionados com a enzima 

monoamina oxidase. Entre as evidências destacam-se as seguintes: 1) o peso 

molecular aparente dos dois subtipos de sítios I2 (60-61 e 55 kDa) correspondem 

aos observados para MAO-A e MAO-B (LANIER et al., 1993); 2) as duas entidades 

são co-purificadas usando diferentes procedimentos cromatográficos (TESSON et 

al., 1991a); 3) a purificação parcial da seqüência de aminoácidos dos sítios I2 indica 

homologia com a MAO (TESSON et al., 1995); 4) a expressão da MAO em cultura 

resulta na geração de sítios I2 (TESSON et al., 1995); 5) proteínas de ligação 

imidazolínica I2 foto-marcadas podem ser imunoprecipitadas com anticorpo 

monoclonal para MAO-A e MAO-B (RADDATZ et al., 1995);  6) o inibidor irreversível 

da MAO, clorgilina, desloca com alta afinidade e irreversivelmente os sítios I2B mas 

não o subtipo I2A (OLMOS et al., 1993; 1996); 7) tratamento crônico com vários 

inibidores  irreversíveis da MAO causam uma diminuição na densidade (down-

regulation) de sítios I2 em cérebro de ratos (OLMOS et al., 1993; ALEMANY et al., 

1995a); 8) a distribuição regional de sítios I2, em cérebro de ratos e humanos, 
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correlaciona-se com a de MAO-B, mas não com a de MAO-A, e a densidade de 

sítios I2 e MAO-B, mas não MAO-A, aumenta em cérebro humano durante o 

processo de envelhecimento (SASTRE & GARCIA-SEVILLA, 1993; 1997). 

Outro fato que mostra a relação importante entre sítios I2 e MAO, é a 

capacidade de ligantes I2 inibirem reversivelmente a enzima (CARPENÉ et al., 1995; 

OZAITA et al., 1997; LALIES et al., 1999; RAASCH et al., 1999.). Entretanto, 

concentrações relativamente altas de ligantes imidazolínicos são necessárias para 

provocar efeitos na atividade da enzima. Certos compostos imidazolínicos inibem de 

maneira não-competitiva a enzima, em concentrações de 100 a 1000 vezes mais 

alta que os valores de Ki determinados em estudos de radioligação para sítios 

imidazolínicos. (TESSON et al., 1995; CARPENÉ et al., 1995).  

Embora esteja estabelecida uma importante associação dos sítios I2 com 

MAO-A e MAO-B, a natureza exata desta interação ainda não está bem esclarecida 

(TESSON & PARINI, 1991; TESSON et al., 1991, 1995; RADDATZ et al., 1995; 

RADDATZ & LANIER, 1997a). No entanto, a conclusão comum destes estudos 

propõe que cada subtipo de sítios I2 encontra-se em determinada isoforma da MAO. 

Dessa forma, os sítios I2B representariam sítios de alta afinidade encontrados na 

MAO-B, entre os aminoácidos K149 e M222; enquanto, sítios de baixa afinidade, 

sítios I2A, estariam presentes na MAO-A (Figura 11) (RADDATZ et al., 1995, 2000; 

REMAURY et al., 1999; 2000).  

Além disso, estudos mostram que os compostos imidazolínicos não agem 

como substratos da enzima e não competem com inibidores radio-marcados pela 

ligação na enzima (SASTRE & GARCÍA-SEVILLA, 1993). Por esta razão, os autores 

sugerem que o domínio de ligação I2 na MAO não está localizado no sítio ativo da 

enzima, no grupo prostético FAD, ou no domínio de ligação de inibidores clássicos 

da MAO (RADDATZ et la., 1995; LIMON-BOULEZ et al., 1996; RADDATZ & 

LANIER, 1997). Acredita-se que os sítios I2 na enzima representam sítios 

regulatórios ainda desconhecidos capazes de modular a atividade enzimática 

através de mecanismos inibitórios alostéricos (PARINI et al., 1996). Mais 

recentemente, foi relatado, que a maioria dos resíduos de aminoácidos identificados 

como I2 na MAO-B foram obtidos na entrada da cavidade do sítio ativo da enzima, 

concordando com estudos cristalográficos (BINDA et al., 2002; MA et al., 2004).  
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FIGURA 11 – Representação esquemática da MAO-B humana consistindo de 520 

aminoácidos (cada círculo). O sítio de reconhecimento do dinucleotídeo é localizado perto da porção 

amino terminal da proteína e o FAD é covalentemente atacado pelo C397. Associação da membrana 

envolve a terminação carboxil da MAO-B. Os círculos sombreados representam o domínio de ligação 

imidazolínico interagindo com [125I]AZIPI (K149-M222); os círculos metade preenchidos indicam o 

segmento da proteína (resíduos 203-217) usados para gerar anticorpos antipeptídeo. O inibidor 

irreversível da enzima, a pargilina, interage covalentemente com o cofator FAD. Inibidores reversíveis, 

estruturalmente relacionados ao Ro-6327, interagem com o domínio da enzima aos arredores do sítio 

de incorporação de FAD (V371-R412, círculos preenchidos). (RADDATZ et al., 1997). 

 

As isoformas da MAO são identificadas em uma grande variedade de tecidos 

pelo uso de ensaios enzimáticos, de imunoreatividade e por inibidores radio-

marcados (BERRY et al., 1994). Em contraste, a distribuição tecidual de sítios I2 é 

mais restrita. Também, há discrepâncias em relação aos níveis de enzima 

comparados a quantidade de proteínas de ligação I2 em um mesmo tecido (CESURA 

et al., 1996; RADDATZ et al., 1995; 1997). No entanto, há várias explanações 

possíveis para a observação que os sítios I2 não são detectados igualmente em 

todos os tecidos que expressam a enzima MAO: 1) a existência de isoformas 
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adicionais de monoamina oxidase, gerada por variantes de edição de RNAm 

(“splicing”), que diferem no domínio da enzima que reconhecem ligantes 

imidazolínicos; 2) modificações pós-traducionais da enzima em células  específicas 

onde os sítios I2  são seletivamente mascarados; 3) a existência de proteínas tecido-

específicas que alostericamente  influenciam a acessibilidade dos sítios I2;  e 4) a 

ocupação de sítios I2 por ligantes endógenos que estão presentes em determinados 

tecidos (RADDATZ et al., 1995). 

Assim, ainda não está claramente estabelecida a relação entre a MAO e os 

sítios imidazolínicos. Contudo, acredita-se que de fato os sítios I2 estão presentes 

em determinadas subpopulações da enzima (CESURA et al., 1996; RADDATAZ et 

al., 1995, 1997). Portanto, sabendo que a localização dos sítios I2 parece ser uma 

região crítica para a atividade da enzima, a manipulação específica da MAO, através 

destes sítios, representa um novo alvo terapêutico, dado o papel da enzima em 

várias doenças neurodegenerativas, do humor e comportamentais (FOLEY et al., 

2000).  

 

 

 

3.4.2. Síntese de Novas Imidazolinas Seletivas I2. 

 

Devido ao importante papel funcional dos sítios imidazolínicos e a carência de 

ligantes seletivos para estes, especialmente para sítios I2, a síntese e a descoberta 

de novas moléculas seletivas tornou-se um grande interesse para os pesquisadores. 

Anastassiadou e colaboradores (2001) sintetizaram três séries de imidazolinas 

substituídas e avaliaram a seletividade destes compostos para sítios I1 e I2, e 

receptores α1- e α2-adrenérgicos.  

O protótipo da primeira série destes compostos foi obtido a partir do composto 

tolazolina (Figura 12), através da retirada do grupo metileno entre os anéis 

imidazolínico e aromático.  
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Figura 12  – Esquema da obtenção do protótipo das três séries de imidazolinas 

 

Esta modificação estrutural resultou em um aumento da afinidade por sítios 

imidazolínicos e na eliminação da potência por receptores α-adrenérgicos. A fim de 

aperfeiçoar este resultado, três diferentes séries de imidazolinas foram preparadas 

conforme descritos na Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13  – Farmacomodulação do 2-fenil-∆2-imidazolina. (Anastassiadou et al., 1996). 

 

Com base nos resultados do estudo de Anastassiadou (2001), compostos das 

três séries mostraram ser potentes e seletivos para sítios I2. Da série I, o composto 

com grupo metil na posição para do anel fenil apresentou um aumento marcante na 

seletividade para I2 quando comparado com análogos orto e meta. A presença de 
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um grupo fenil na posição para também se destacou com alta potência e 

seletividade para ligação a sítios I2.  

A fim de estabelecer se a presença do anel fenil é necessária para a 

seletividade dos compostos por sítios I2, este foi substituído por outros grupos 

aromáticos e heterocíclicos (Série II e III). O composto benazolina que apresenta o 

grupamento aromático naftil já foi descrito como altamente potente para sítios 

imidazolínicos. Das séries II e III, os melhores resultados foram obtidos por análogos 

quinolinas, como o composto BU224, e indól, e também para o composto 2-BFI, que 

possui um grupamento benzofurano e já foi descrito como altamente seletivo para 

sítios I2. Porém não se sabe se estes ligantes seletivos I2 alteram a atividade da 

MAO. 

Assim, o trabalho citado acima é apenas um dos vários estudos de síntese 

direcionada de ligantes I2. Dessa forma, levando em conta a comprovada interação 

entre sítios I2 e MAO, e que muitos ligantes seletivos são capazes de modificar a 

atividade da enzima, alterada em muitas doenças, surge um grande interesse em 

estudar os efeitos de novos compostos imidazolínicos sobre a atividade da MAO. 

Estudos com novas moléculas proverão mais evidências a respeito da verdadeira 

interação entre os sítios I2 e a enzima MAO.  

 

 

3.4.3 Métodos de Síntese de Novos Inibidores da MAO. 

 

Na última década, cada vez mais, pesquisadores têm buscado obter 

compostos por uma via sintética mais limpa, rápida e com bom rendimento. A 

utilização de ultrasom como fonte de energia para acelerar reações sinteticamente 

úteis mostrou-se uma boa alternativa (MANSON, 1997; CELLA et al., 2006; GUZEN 

et al., 2007). Comparada com métodos tradicionais de síntese, esta técnica é mais 

apropriada considerando-se os conceitos químicos ambientais (CINTAS et al., 

1999).  

Recentemente, avaliou-se novamente o uso de água como solvente em 

reações orgânicas (DALLINGER et al., 2007; LINDSTRÖM, 2002). Água é um 

solvente não-tóxico facilmente disponível e de baixo custo. Ela também não é 

inflamável e não agride o meio ambiente. Além disso, em razão das reações 

orgânicas exibirem, freqüentemente, extraordinária reatividade e seletividade, 
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quando elas são realizadas em meio aquoso e ligeiramente acima da temperatura 

ambiente, há maior interesse em explorar, por exemplo, seus efeitos hidrofóbicos 

(DALLINGER et al., 2007).   

Nos últimos anos, o Núcleo de Química de Heterociclos (NUQUIMHE) da 

UFSM desenvolveu a síntese de muitas substâncias com diversas ações 

farmacológicas (SAUZEM et al., 2008; MILANO et al., 2008). Recentemente, eles 

demonstraram o uso da energia provinda de ultrasom na preparação de compostos 

heterociclos com uma notável redução no tempo de reação (MARTINS et al., 2006). 

Além disso, sintetizaram por uma via mais prática e limpa (SANT´ANNA et al., 2008) 

alguns compostos imidazolínicos já descritos por Anastassiadou e colaboradores 

(2001).  

A síntese destes compostos envolveu o uso de irradiação por ultrasom e água 

como solvente. Este método de síntese apresentou diversas vantagens incluindo 

alta velocidade de reação, boa pureza e alto rendimento. Em comparação com o 

método convencional, a aplicação de ultrasom diminuiu significativamente o tempo 

de reação. Enquanto os métodos tradicionais precisavam de agitação por 12 horas, 

sob irradiação ultrasônica obteve-se o produto em 12-18 minutos. Além disso, o 

método utilizado não necessitou o uso de qualquer solvente halogenado ou um 

método adicional para purificação do produto. Em contraste a outras técnicas, a 

síntese de 2-imidazolinas substituídas (2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis) não 

exigiu o uso de nenhum catalisador (MIRKHANI et al., 2006). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 270-300 g  (número 

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 22oC, com 

alimento e água “ad libitum”.O procedimento foi aprovado pelo Comitê de Ética e 

Bem Estar de Animais de Laboratório da UFSM (23081.018371/2006-94). 

 

 

4.2.  Compostos imidazolínicos estudados: 

 

Os 16 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis utilizados neste trabalho foram 

sintetizados pelo Núcleo de Química de Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade 

Federal de Santa Maria (UFSM), conforme ANEXO 1. Os compostos testados são 

listados abaixo nas Tabelas 1 e 2. 

 

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

N

N

6'5'

4'

3' 2'

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 CO2-Ph H H 

3g H H Cl H H 

3h Cl H H H H 

3i Cl H Cl H H 

3j H H NO2 H H 

3k H NO2 H H H 
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Tabela 2 - Estrutura dos aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis. 

            H
N

N
Ar

             H
N

N
Het

 

Compostos Ar / Het 

3l (Benazolina) 
 

3m O

 

3n (2-BFI) 
O  

3o N

 

3p (BU224) 
N  

 

 

 

4.3.  Preparação da fração enriquecida em mitocôndr ias 

 

Os animais foram sacrificados por decapitação e o cérebro e o fígado foram 

rapidamente removidos e lavados com tampão de homogeneização (Na2PO4 0,0168 

M, KH2PO4 0,0106 M, sacarose 0,32 M; pH 7,4; 4ºC). Os tecidos foram 

homogeneizados em 4 volumes (massa/volume) de tampão de homogeneização. 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 tampão de homogeneização e recentrifugado sob as 

mesmas condições. Finalmente, o pellet foi ressuspendido em 1 ml de tampão de 

incubação (pH 7,4; Na2PO4 0,0168 M, KH2PO4 0,0106 M, KCl 0,0036 M, 4ºC) e 
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estocado em alíquotas à -20ºC (Soto-Otero et al., 2001). O conteúdo de proteína foi 

determinado pelo método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como 

padrão. Esta preparação foi utilizada para a determinação da atividade da 

monoamina oxidase. 

 

 

4.4.  Determinação da atividade da MAO 

 

Para a determinação da atividade da MAO, foram realizados inicialmente 

experimentos a fim de estabelecer as melhores condições para os ensaios, como 

concentração de enzima (proteína), concentração de substrato e tempo de ensaio. 

Os ensaios foram realizados conforme modificações dos métodos de Soto-Otero e 

colaboradores (2001) e Kraml (1965). O método é baseado na oxidação de 

quinuramina em 4-hidróxiquinolina pela MAO com ciclização espontânea completa 

do intermediário aldeído, conforme descrito pela seguinte reação: 

 

Figura 14  – Formação de 4-hidroxiquinolina através da oxidação da quinuramina pela enzima MAO. 

 

As frações mitocondriais (usualmente 1 mg/ml para cérebro e 0,5 mg/ ml para 

fígado) foram pré-incubadas à 37ºC por 5 minutos com os inibidores irreversíveis e 

seletivos selegilina (250 nM) ou clorgilina (250 nM) para ao avaliação da atividade da 

MAO-A ou MAO-B, respectivamente. As soluções estoques dos compostos 

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

imidazolínicos foram adicionados à mistura reacional numa faixa de 0,01-1000 

microM, com concentração final máxima de 0,5% de DMSO. Após 5 minutos, a 

quinuramina foi adicionada como substrato não-seletivo em concentrações 
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submáximas (usualmente 90 µM para MAO-A e 60 µM para MAO-B). A solução foi 

incubada por mais 30 minutos (homogenato mitocondrial de cérebro) ou 45 minutos 

(homogenato mitocondrial de fígado), a 37ºC e, quando ao fim deste período, 

adicionou-se ácido tricloroácetico (TCA) 10% para findar a reação. As amostras 

foram centrifugadas a 16.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi removido para 

a realização das medidas. A concentração do produto gerado pela MAO, 4-

hidroxiquinolina, presente no sobrenadante foi medido espectrofotometricamente em 

314 nm utilizando o coeficiente de extinção de 12.300 M-1cm-1. Quando havia 

interferência dos compostos testados pelo método espectrofotométrico, o produto da 

reação foi analisado por método fluorimétrico (λEXC: 315 nm e λEMIS: 380 nm), 

utilizando uma curva padrão do produto. 

 

 

4.5.  Avaliação de parâmetros cinéticos da inibição  da MAO 

 

Inicialmente, calculou-se o valor de Km (concentração de substrato para que a 

enzima atinja metade da sua velocidade máxima) e Vmáx (atividade enzimática na 

presença de concentrações saturantes de substrato) através da análise de uma 

curva de concentração de substrato realizada para MAO-A e para MAO-B, em 

cérebro e fígado de ratos. A partir do valor de Km previamente calculado e dos 

valores de CI50 (concentração de substrato para que haja 50 % de inibição da 

atividade da enzima), obtidos apartir das curvas de concentrações dos compostos, 

calculou-se a constante de inibição (Ki) aparente através da equação: Ki = CI50 / (1+ 

[S] / KM) (CHENG & PROSOFF, 1973). Com os valores de Ki para cada isoforma da 

enzima, obteve-se o índice de seletividade (I.S.) dos compostos, conforme a 

equação: I.S. = Ki MAO-A/ Ki MAO-B. 

Para avaliar o tipo de inibição apresentada pelos compostos sobre a MAO-A e 

MAO-B, os valores de Vmáx e Km foram calculados na presença ou ausência dos 

inibidores estudados. Neste caso, a concentração utilizada dos compostos inibidores 

foi próxima aos valores obtidos de Ki.  
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4.6.  Reversibilidade da inibição da MAO 

 

A reversibilidade da inibição da MAO pelos compostos foi avaliada através de 

diálise conforme modificações no método de Harfenist e colaboradores (1996). 

Inicialmente realizamos um pré-tratamento da membrana de diálise que consistia 

nos seguintes passos: 1) lavar as membranas em água destilada à 80º C por 15 

minutos; 2) lavar as membranas em bicarbonato de sódio 10 mM por 30 minutos; 3) 

lavar as membranas em EDTA de sódio 10 mM por 30 minutos; 4) repetir o passo 3 

três vezes; 5) lavar as membranas em água destilada a 80 ºC por 30 minutos. As 

membranas de diálise eram armazenadas em solução de etanol 40% na geladeira.  

No dia do experimento as membranas eram lavadas com água destilada e 

tampão de ensaio. A mistura de homogenato mitocondrial de cérebro de ratos, com 

ou sem os compostos testados (na concentração de 100 µM) foram dialisados à 

temperatura ambiente, com tampão externo (Na2PO4 0,0168 M, KH2PO4 0,0106 M, 

KCl 0,0036 M, ditiotreitol 1 mM, pH 7,4; 4ºC) na proporção de 40 ml para cada 1ml 

de mistura dialisada. O tampão externo era trocado a cada retirada de amostra 

dialisada, ou seja, em 1, 2, 4, e 6 horas após início da diálise. Após cada período, 

amostras eram retiradas e ensaiadas para avaliação da atividade da MAO, conforme 

descrito anteriormente. A avaliação da reversibilidade foi definida conforme critérios 

estabelecidos por Harfenist e colaboradores (1996). A reversibilidade da inibição da 

MAO foi avaliada até 24 horas sendo interpretada da seguinte maneira: quando 

apenas 0-20% da atividade da enzima era restabelecida a ligação do composto com 

a enzima foi considerada irreversível; valores de 20-80% representam uma inibição 

parcialmente reversível, enquanto que valores acima de 80% indicavam que a 

ligação do composto à enzima era reversível (HARFENIST et al.,1996). 

 

 

4.7.  Análise Estatística 

 

Os valores de Km e CI50 foram calculados por uma regressão não-linear 

utilizando uma função exponencial do tipo hiperbólica e uma função logarítmica do 

tipo sigmoidal, respectivamente. A diferença significativa entre os grupos foi 

analisada por análise de variância (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 análises foram 

realizadas pelo programa GraphPad Prisma 4.0. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Definições das melhores condições de ensaio: c oncentração de enzima 

(proteína), tempo de incubação e concentração de su bstrato em cérebro e 

fígado de ratos. 

 

O primeiro passo foi determinar a quantidade de enzima, diretamente 

relacionada à concentração de proteína, a partir de uma preparação rica em 

mitocôndria preparada com cérebro e fígado de ratos. Para isso, pré-incubamos o 

homogenato mitocondrial por 5 minutos, adicionamos o substrato quinuramina (90 

µM) e incubamos por mais 5 minutos (cérebro) ou 30 minutos (fígado). Os dados 

obtidos foram analisados por uma regressão linear que está representada na Figura 

15A. A análise da reta mostrou ser linear, com R2 = 0,98 (cérebro) e 0,95 (fígado). 

Conforme os dados obtidos, decidimos realizar os próximos experimentos com a 

concentração de 1 e 0,5 mg/ml de proteína de homogenato mitocondrial de cérebro 

e fígado, respectivamente. 

A fim de estabelecer o tempo necessário de incubação para que a enzima 

apresente sua atividade linearmente, realizamos uma curva de tempo de incubação 

com a concentração de 1 e 0,5 mg/ml de proteína para cérebro e fígado (Figura 

15B), respectivamente. Novamente, pré-incubamos o homogenato por 5 minutos, 

adicionamos o substrato quinuramina (90 µM ) e incubamos em intervalos de tempo 

crescente. Através da regressão linear obteve-se um valor de R2 = 0,95 (cérebro) e 

0,96 (fígado). Assim, escolhemos o tempo de 30 e 45 minutos de tempo de 

incubação para realizar os demais experimentos com homogenato de cérebro e 

fígado, 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 concentração de proteína (A) e curva de 

atividade total da MAO versus tempo de incubação (B) em homogenato mitocondrial de cérebro e 

fígado de rato. Os resultados foram expressos como média ± erro da média de três experimentos 

individuais, realizados em duplicata. 

 

 

 

 

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

cérebro fígado
A

[Proteína] (mg/ml)

At
iv

id
ad

e
 d

a 
M

AO
(n

m
ol

/m
g 

de
 p

ro
te

in
a/

m
in

)

0 15 30 45 60

0.0

0.5

1.0

1.5

cérebro fígadoB

Tempo de incubação (min)

A
tiv

id
ad

e 
da

 M
A

O
(n

m
ol

/m
g 

de
 p

ro
te

ín
a/

m
in

)



Resultados 

 42 

Com o objetivo de estabelecer a concentração de quinuramina necessária 

para o experimento, e analisar se de fato encontram-se nas faixas de concentrações 

utilizadas na literatura, realizamos um curva de atividade total da MAO, expressa por 

velocidade inicial V0 (nmol/mg de proteína/mim) versus concentração de substrato 

(µM).  

Para realizar a curva de concentração de substrato para a MAO-A e a MAO-

B, pré-incubamos por 5 minutos o homogenato com o inibidor irreversível seletivo 

selegilina (250 nM) ou clorgilina (250 nM) para inibir MAO-B ou MAO-A, 

respectivamente. Após este tempo adicionamos quinuramina em diversas 

concentrações (5-320 µM). 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 hiperbólica que está representada na Figura 16. 

Conforme as curvas obtidas para MAO-A (Figura 16A ) e MAO-B (Figura 16B ), 

valores de Vmáx e Km foram calculados e são expressos na Tabela 3 .  

Para os experimentos seguintes, continuamos utilizando as concentrações 

submáximas de 90 e 60 µM de substrato quinuramina para ensaios com MAO-A e 

MAO-B, respectivamente, conforme referência (SOTO-OTERO et al., 2001).  

 

 

 

Figura 16  - Curva da velocidade inicial (Vo) da MAO-A versus concentração de quinuramina (A) e 

curva da velocidade inicial Vo da MAO-B versus concentração de quinuramina (B), em homogenato 

mitocondrial de cérebro e fígado 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 Vmáx e Km para MAO-A e MAO-B, em cérebro e fígado de ratos. 

 

MAO-A MAO-B 
Tecido 

Vmáx
a Km

b Vmáx
a Km

b 

Cérebro 1,2 ± 0,2 55,5 ± 5,0 0,9 ± 0,1 39,7 ± 4,8 

Fígado 0,70 ± 0,04 38,1 ± 7,5 1,8 ± 0,1 47,9 ± 9,9 

Os dados representam a média ± erro da média de quatro experimentos 
individuais realizados em duplicata. 
a Representa nmol/mg de proteína/min 
b representa µM 

 

 

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

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

 

A atividade inibitória dos compostos, em cérebro de ratos, foi obtida através 

de uma curva de % de inibição da MAO versus concentrações crescentes dos 

compostos estudados. Na Figura 17 , está 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 CI50 foram 

calculados. A partir dos valores de CI50 e de Km, anteriormente calculado, obtiveram-

se os valores de Ki para os compostos 3a-3p contra a MAO-A e MAO-B e que são 

apresentados na Tabela 4 . Os compostos estudados foram considerados potentes 

quando os valores de Ki eram menores que 10 µM e seletivos quando seus índices 

de seletividade eram maiores do que 10. Estes critérios foram estabelecidos a fim de 

estabelecer compostos primeiramente seletivos em vista da importância de se obter 

inibidores com grande seletividade para cada isoforma. Entre os compostos 

estudados que inibiram preferencialmente MAO-A (compostos 3c-e, 3j) apenas o 

composto 3d mostrou ser seletivo, apresentando um Ki para MAO-A de 

aproximadamente 73 vezes menor que seu Ki para MAO-B. O composto 3p também 

mostrou um efeito inibitório potente (Ki = 4,86 µM) para esta isoforma, contudo, este 

composto não foi seletivo (I.S. = 0,91). Já para o grupo de compostos que inibiu 

seletivamente MAO-B (3g-i , 3k, 3o), apenas os compostos 3g e 3i demonstram ser 

potentes com valores de Ki de 5,35 µM e 3,98 µM, respectivamente. Dessa forma, 
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devido a potência e seletividade apresentadas, os compostos 3d e 3g foram os 

escolhidos para prosseguir com os estudos. 

 

 

 

 

 

Figura 17  – Curva % de inibição da MAO-A (A, C) e MAO-B (B, D) versus concentração dos 

compostos 3d e 3g em homogenato mitocondrial de cérebro. Os resultados foram expressos como 

média ± erro da média de três ou quatro experimentos individuais, realizados em duplicata. As linhas 

pontilhadas representam os intervalos de confiança. Os valores de CI50 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 inibitório de 2-aril(heteroaril)-4,5-diidro-1H-imidazóis  (3a-p) sobre a atividade da 

MAO cerebral in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos Ki MAO-A (µM)a Ki MAO-B (µM)a I.S. b 

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 

3j 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 

3o > 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 
aCada valor representa a média (intervalo de confiança) de três ou quatro experimentos 
independentes. 
bÍndice de seletividade in vitro = Ki MAO-A / Ki MAO-B 
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5.3.  Determinação do efeito inibitório dos compost os 3d e 3g sobre a atividade 

da MAO in vitro em fígado de ratos.  

As curvas % de inibição da MAO-A e MAO-B foram também realizadas para 

os compostos 3d e 3g em homogenato de fígado e são mostradas na Figura 18 . Os 

valores de Ki destes dois compostos contra as isoformas da MAO de fígado de ratos 

são descritos na Tabela 5 . Em homogenato mitocondrial de fígado, o composto 3d 

mostrou boa potência em inibir MAO-A com um Ki de 5,8 µM. Além disso, conforme 

os parâmetros 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 potência, seletividade para inibir MAO-B, com um Ki para esta 

isoforma (Ki = 1,7 µM) de aproximadamente 19 vezes menor do que o obtido para 

MAO-A.  

 

Figura 18  – Curva % de inibição da MAO-A (A, C) e MAO-B (B, D) versus concentração dos 

compostos 3d e 3g em homogenato mitocondrial de fígado de rato. Os resultados foram expressos 

como média ± erro da média de três ou quatro experimentos individuais, realizados em duplicata. As 

linhas pontilhadas representam os intervalos de confiança. Os valores de CI50 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 inibitório in vitro dos compostos 3d e 3g sobre a atividade da MAO hepática. 

 

Compostos Ki MAO-A (µM)a Ki MAO-B (µM)a I.S.b 

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 

aCada valor representa a média (intervalo de confiança) de três ou quatro experimentos 
independentes. 
bÍndice de seletividade in vitro = Ki MAO-A / Ki MAO-B 

 

 

5.4. Determinação da reversibilidade da inibição da  MAO cerebral in vitro pelos 

compostos 3d e 3g.  

 

Para determinar se a inibição da MAO causada pelos compostos, 3d e 3g, é 

reversível, os compostos foram ensaiados com frações mitocondriais de cérebro de 

ratos e submetidos à diálise. Conforme a Figura 19A , o composto 3d na 

concentração de 100 µM foi capaz de inibir seletivamente 80% da atividade da 

MAO-A. Após uma e duas horas de diálise, 3d ainda foi capaz de inibir 72 % e 60% 

da atividade da MAO-A, respectivamente. Decorrido 4 horas, a inibição da MAO-A 

pelo composto 3d foi reduzida para apenas 34%, sendo ainda estatisticamente 

diferente do controle. Contudo, esta inibição foi revertida após 6 horas de diálise, 

quando mais de 80% da atividade enzimática foi retomada. Dessa forma, conforme 

os parâmetros de reversibilidade estabelecidos anteriormente, a inibição da MAO-A 

pelo composto 3d foi considerada uma inibição reversível. 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 inibição de 50% na 

atividade da MAO-A, que foi estatisticamente diferente do controle. Entretanto, a 

inibição causada pelo composto 3g sobre a MAO-A foi rapidamente revertida após 

duas horas de diálise, quando 80 % da atividade da enzima retomada. Diferente da 

inibição da MAO-A, 3g manteve constante a inibição da MAO-B por cerca de seis 

horas, diminuindo para 40% esta inibição 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, o composto 3g, também foi 
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considerado um inibidor reversível pois, em 24 horas, mais de 80 % da atividade da 

MAO-B foi retomada. Durante o período de diálise não houve perda na quantidade 

nem na atividade da enzima, como pode ser visto pelo perfil do grupo controle ao 

longo das horas após diálise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 –  Reversibilidade da inibição da MAO-A e MAO-B pelos compostos 3d (A) e 3g (B). Os 

dois compostos foram usados na concentração que produzisse cerca de 80 % de inibição (100 µM). 

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 parâmetros cinéticos da ativi dade da MAO-A e MAO-B 

em cérebro de ratos na presença dos compostos 3d e 3g. 

 

As constantes cinéticas (Km e Vmáx) da oxidação do substrato quinuramina 

pela MAO-A e pela MAO-B foram determinadas a fim de estabelecer alterações 

mediante a presença dos inibidores imidazolínicos 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 presença ou ausência dos compostos (concentração 

de 10 µM que é próxima ao valor de Ki obtido). Os dados obtidos foram traçados por 

uma hipérbole de Michaelis-Menten e as constantes cinéticas, Vmáx e Km, 

determinadas por uma regressão não-linear (Figura 19 e 20 ).  

As Figuras 20 e 21 demonstram a velocidade inicial (Vo) versus diferentes 

concentrações de substrato na presença ou ausência dos compostos 3d e 3g, 

respectivamente. A ausência de inibidor é representada pelo grupo controle. Os 

valores de Km e Vmáx obtidos, para a oxidação pela MAO-A, na Figura 20 , são 

expressos na Tabela 6 . De fato, o composto 3g na concentração de 10 µM não é 

capaz de provocar alterações na atividade da MAO-A, não alterando os valores de 

Km, nem Vmáx. Já o composto 3d (10 µM) é capaz de alterar a atividade da isoforma 

A da MAO, diminuindo significativamente o valor de Vmáx (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 Km (controle: 81,7 ± 10,0 µM; 3d:136,8 ± 19,9 µM). Estes resultados 

sugerem um mecanismo inibitório misto do composto 3d sobre a MAO-A.  

Para a oxidação da MAO-B, os valores de Km e Vmáx obtidos na Figura 21 são 

expressos na Tabela 7 . O composto 3d na concentração de 10 µM não provoca 

alterações na atividade da MAO-B, não alterando os valores de Km, nem Vmáx. Já o 

composto 3g (10 µM) é capaz de alterar a atividade da MAO-B, diminuindo o Vmáx 

(controle: 2,0 ± 0,2 nmol/mg de proteína/minuto; 3g:  1,0 ± 0,1 nmol/mg de 

proteína/minuto) e aumentando o valor de Km (controle: 40,3 ± 7,6 µM; 3g: 64,6 ± 8,0 

µM). Da mesma forma que o composto 3d, estes resultados sugerem uma interação 

mista entre o composto imidazolínico 3g e a MAO-B. 
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Figura 20  – Cinética de inibição da atividade da MAO-A pelos dos compostos 3d e 3g. 

Representação hiperbólica (gráfico velocidade inicial V0 versus concentração de substrato) da 

atividade da enzima medida na presença de concentrações crescentes do substrato quinuramina (10, 

20, 40, 80, 160, 320, 640 µM) na presença e ausência de 3d e 3g na concentração de 10 µM.. Estes 

dois parâmetros cinéticos foram obtidos a partir de uma regressão não-linear. Os resultados são 

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 oxidação do substrato 

quinuramina pela MAO-A. 

 

 

 

 

Grupos 
Vmáx (nmol/mg de 

proteína/minuto) 
Km (µM) 

Controle (sem inibidor) 3,0 ± 0,2 81,7 ± 10,0 

3d (10 µM) 1,9 ± 0,2 ** 136,8 ± 19,9 *  

3g (10 µM) 2,9 ± 0,2 84,8 ± 11,9 

Valores representam a média ± 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 inibição da atividade da MAO-B pelos dos compostos 3d e 3g. 

Representação hiperbólica (gráfico velocidade inicial V0 versus concentração de substrato) da 

atividade da enzima medida na presença de concentrações crescentes do substrato quinuramina (5, 

10, 20, 40, 80, 160 µM) na presença e ausência de 3d e 3g na concentração de 10 µM. Estes dois 

parâmetros cinéticos foram obtidos a partir de uma regressão não-linear. Os resultados são 

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 oxidação do substrato 

quinuramina por MAO-B. 

 

Grupos 
Vmáx (nmol/mg de 

proteína/minuto) 
Km (µM) 

Controle (sem inibidor) 2,0 ± 0,2 40,3± 7,6 

3d (10 µM) 1,9 ± 0,2  39,7± 8,0 

3g (10 µM) 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. DISCUSSÃO 

  

Nos últimos 50 anos, desde que os inibidores da MAO foram desenvolvidos 

como antidepressivos, ocorreu um aumentou progressivo nos estudos sobre a 

inibição da MAO na tentativa de compreender melhor a interação destes compostos 

com a enzima. Além disso, muitos trabalhos têm procurado estabelecer a 

importância fisiológica da MAO, bem como o seu papel em doenças neurológicas 

como a doença de Parkinson e a de Alzheimer, e a depressão. Assim, o 

desenvolvimento de inibidores da MAO reversíveis e seletivos é importante para o 

tratamento dos sintomas envolvidos nestas doenças, que podem ser obtidos através 

do aumento da meia vida das monoaminas neurotransmissoras. No entanto, o 

estudo de novos inibidores da MAO também é relevante levando em consideração 

os possíveis efeitos neuroprotetores destes compostos, que podem ser capazes de 

prevenir ou mesmo retardar a neurodegeneração que ocorre em algumas doenças, 

possivelmente por diminuírem a formação de H2O2 (SAURA et al., 1996). 

Nos últimos anos, sítios imidazolínicos I2 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 I2A está localizado na 

MAO-A e que sítios I2B estão localizados na MAO-B (PARINI et al., 1996). 

Entretanto, estes sítios parecem não estar localizados no sítio catalítico da enzima, 

nem no grupo prostético FAD, ou no domínio de ligação de inibidores clássicos da 

MAO (CARPENÉ et al., 1995; RADDATZ et al., 1995; TESSON et al., 1995; LIMON-

BOULEZ et al., 1996). Contudo, é comprovado que compostos ligantes de sítios I2 

são capazes de alterar a atividade da enzima (CARPENÉ 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 administração in vivo da imidazolina 2-BFI é capaz de aumentar os 

níveis extracelulares de norepinefrina em cérebro de ratos (NUTT et al., 1995). 

Assim, sugere-se que estes sítios representam sítios regulatórios 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 

núcleo imidazolínico, ligantes de sítios I2, são capazes de inibir ambas as isoformas 



Discussão 

 54 

da MAO. Com base nos valores de Ki e I.S. obtidos para os 16 compostos 

estudados, podemos sugerir que o grupamento fenil ligado a este núcleo parece ser 

importante para a inibição da enzima. Com isso, notamos que o deslocamento do 

grupamento cloro da posição orto, do composto 3h, para a posição para, no 

composto 3g, parece diminuir a seletividade para a MAO-B. Outro achado 

interessante é com respeito à inversão da seletividade do composto 3k devido ao 

deslocamento de um grupo retirante de elétrons, NO2, da posição 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 eletrônico 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 sítios imidazolínicos I2, também foram estudados. De 

fato, estes compostos mostraram uma boa atividade inibitória, especialmente contra 

MAO-B. Alguns trabalhos na literatura já apresentaram valores de CI50 para o 2-BFI 

(11-16,5 µM para MAO-A e 23-43,5 µM para MAO-B) e para o BU224 (4,8-10,7 µM 

para MAO-A e 38-51,4 µM para MAO-B) (PATERSON et al., 2003; LALIES et al., 

1999; PATERSON et al., 2007; OZAITA et al., 1997). Os valores de CI50 obtidos 

neste trabalho para 2-BFI e BU224 foram de 65,0 e 12,7 µM para MAO-A e 9,1 e 

13,3 µM para MAO-B, respectivamente. Assim, em nossas condições os compostos 

2-BFI 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 CI50 

não geram informações suficientes em razão de ser um fator dependente das 

condições experimental tais como: métodos usados (fluorimétrico ou radioquímico), 

substratos mais ou menos seletivos para uma isoforma e condições ambientais 

importantes. Dessa forma, estes valores não poderiam ser comparados 

adequadamente. Nós utilizamos valores de Ki, constante de dissociação do 

complexo enzima-inibidor, para comparar o efeito de diferentes inibidores. Os 

valores de Ki são mais apropriados para comparações de potência de diferentes 

estudos, pois é independente das condições experimentais. Assim, quando 

comparamos os valores de Ki, a potência do composto 2-BFI para inibir MAO-A 

obtido neste trabalho (29,94 µM) foi similar com os dados da literatura (26 µM) 

(JONES et al., 2007).  
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Contudo, os compostos estudados não apresentaram a mesma ordem de 

potência e seletividade de ligação em sítios I2 e de inibição da MAO (Tabela 8 ).  

 

Tabela 8  – Tabela comparativa dos valores de Ki para inibição da MAO-A e da MAO-B, e 

para ligação a sítios I1, I2, α1 e α2 apresentados por alguns dos compostos imidazolínicos estudados.  

 

Compostos Ki MAO-Aa Ki MAO-Ba Ki I1
b Ki I2

b Ki α1
b Ki α2

b 

3a 28,7 21,3 0,032 0,040 >10 >10 

3b 102,1 13,1 1,288 0,010 >10 >10 

3c 15,7 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 

3o >1000 25,3 0,251 0,676 >10 >10 

3p (BU224) 4,9 5,3 0,144 0,003 >10 2,1 
a Dados obtidos (µM) no presente estudo; 
b Dados obtidos (µM) por Anastassiadou e colaboradores (2001); 
NA: não apresentou afinidade. 

 

De acordo com a análise de correlação realizada, obtivemos uma relação 

positiva apenas para MAO-A versus I1 (r = 0,932 e p = 0,007), para MAO-A versus I2 

(r = 0,955 e p = 0,003), e para MAO-B versus I1 (r = 0,781 e p = 0,022). Entretanto, 

não houve correlação significativa entre os parâmetros de inibição da MAO-B e os 

parâmetros de ligação a sítios I2 (r = 0,533 e p = 0,173). Relatos da literatura 

confirmam que não há correlação significativa entre a potência/seletividade de 

ligação a sítios I2 por derivados imidazolínicos e os valores de inibição da atividade 

MAO-B (OZAITA et al., 1997). De modo geral, estes compostos apresentam de duas 

a três ordens de potência menores para inibir a MAO que seus valores descritos de 

afinidade por sítios I2. Devido a isso, muitos autores sugerem que os sítios I2 não 

estão diretamente relacionados com a MAO (OZAITA et al., 1997). Algumas 

proteínas com peso molecular aparente de 25-30 kDa, que são muito diferentes dos 

da MAO-A e MAO-B (BACH et al., 1988) são implicadas na ligação do radioligante 

[3H]-idazoxan (ESCRIBÁ et al., 1994; 1996) e são fotomarcadas por sondas 

imidazolínicas (LANIER et al., 1995) em fígado de ratos. Isto sugere que há uma 

população de sítios I2 que não são expressos na MAO o que poderia justificar a falta 

de correlação entre os parâmetros de inibição da MAO e os parâmetros de ligação a 
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sítios I2. Entretanto, estes estudos não podem excluir a presença de sítios de ligação 

adicionais na MAO que não sejam capazes de afetar a atividade da enzima.  

Neste trabalho foi realizada também uma comparação do efeito inibitório das 

imidazolinas sobre a MAO de cérebro e fígado de ratos. Com base nos resultados 

obtidos, notamos que em fígado de rato, os compostos apresentaram um perfil 

inibitório 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 

fígado, quando comparada à 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 fígado 

de rato, este composto mostrou ser apenas 19 vezes mais seletivo para essa 

isoforma. Dessa forma, nota-se uma diminuição de quase duas vezes na 

seletividade para a MAO-B em fígado de rato. Estes resultados discrepantes obtidos 

em diferentes tecidos já foram observados por outros grupos (CURET et al., 1996; 

MORÓN et al., 2000; SOUTHAM et al., 2005). Contudo, ainda não existe ainda uma 

explicação clara para este fato.  

No entanto, a diferente inibição da MAO observada em fígado e em cérebro 

poderia resultar de uma diferente disponibilidade de cofatores em cada tecido que 

são capazes de causar mudanças na sensibilidade de resposta da enzima. Isto 

ocorre com a enzima prostaglandina sintetase na medula renal, que necessita de um 

cofator citoplasmático adicional que é capaz de estimular sua atividade de 4 a 10 

vezes mais. No entanto, este cofator não influencia a atividade da sintetase de 

outros tecidos (PONG & LEVINE, 1976; BRUNE & ALPERMANN, 1983). Além disso, 

há a possibilidade da existência de isoformas adicionais de MAO, geradas por 

variantes de edição de RNAm (“splicing”). Estas isoformas adicionais poderiam 

diferir em algum domínio da enzima e dessa forma afetar o reconhecimento de 

substâncias inibidoras.  

Além disso, estudos mostram uma diferente distribuição tecidual de sítios I2 e 

a enzima MAO. A localização das isoformas da MAO não é estritamente 

correlacionada com a expressão dos sítios I2. No fígado, por exemplo, apenas 5-

20% da MAO-B possui domínios de ligação imidazolínicos acessíveis (CESURA et 

al., 1996). Entretanto, este fato é indeterminante devido à existência de sítios I2 fora 

da MAO, o conflito de dados na literatura sobre a densidade da MAO, e a não-
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seletividade de vários radioligantes. Ainda, estudos com preparações de plaquetas 

humanas, que expressão grande quantidade de MAO-B, mostram que não há 

reconhecimento de sítios I2 (RADDATZ et al., 1995, 1997). Isto sugere que sítios I2 

na MAO-B não estão igualmente acessíveis em todos os tecidos, sugerindo que há 

distintas subpopulações da MAO. 

Entretanto, o fato de estes compostos apresentarem um perfil inibitório 

diferente em tecidos centrais e periféricos, como cérebro e fígado, é bastante 

interessante e vantajoso. Muitos inibidores da MAO-A usados no tratamento da 

depressão possuem a desvantagem de causarem reações adversas como a 

conhecida reação do queijo. Isso ocorre em razão destes fármacos inibirem a MAO-

A intestinal e hepática, evitando a degradação da tiramina, proveniente da 

alimentação. 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 características da inibição da MAO-A sistêmica. Porém, ensaios in vivo 

deverão ser realizados para confirmar esta idéia. 

Como já descritos anteriormente, a terceira geração de inibidores da MAO, 

teve como principal vantagem sobre as outras gerações o fato de inibirem a MAO 

reversivelmente. Este fato trouxe vantagens à terapia com inibidores da MAO 

aumentando seu uso na clínica e possibilitando a sua introdução no tratamento de 

novas patologias. Assim, para o estudo de novos inibidores da MAO torna-se 

essencial a análise da reversibilidade desta inibição. A análise da irreversibilidade 

pelo método de diálise pode ser correlacionada com o aumento na pressão 

sanguínea em ratos que receberam um inibidor irreversível e tiramina via oral 

(HARFENIST et al., 1996). Assim, a avaliação deste parâmetro é de extrema 

importância 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 reação do queijo.  

Os dados obtidos neste trabalho sobre a reversibilidade da inibição da MAO-A 

e da MAO-B pelos compostos imidazolínicos foram relevantes em razão das 

vantagens de inibidores da MAO reversíveis. A inibição da MAO-A pelo composto 3d  

foi sendo revertida ao longo das horas, sendo totalmente restaurada após 6 horas de 

diálise, quando a enzima apresentou mais de 80% de sua atividade enzimática. 

Assim, a imidazolina 3d pode ser considerada um inibidor reversível e seletivo da 
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MAO-A, tendo um perfil de inibição semelhante aos inibidores da MAO de terceira 

geração. Este composto poderia ser um alvo para estudos futuros em modelos 

animais para avaliar o seu potencial antidepressivo. Estudos preliminares mostram 

que após duas horas da administração subcutânea do composto 3d por via 

sistêmica em camundongos, os animais apresentam uma diminuição no tempo de 

imobilidade no teste de suspensão da cauda (dados não publicados). Este teste é 

preditivo para substâncias antidepressivas, sugerindo então que o composto 3d 

apresenta ação do tipo antidepressiva. A dosagem de monoaminas mostrou que 

houve um aumento nos níveis de serotonina e uma diminuição nos níveis do 

metabólito da serotonina, o ácido 5-hidróxi-3-indol acético em algumas regiões do 

cérebro. Além disso, o efeito no teste de suspensão da cauda pode ser devido à 

inibição da MAO-A no cérebro. 

Entretanto, a imidazolina 3g apresentou uma inibição da MAO-B mais 

prolongada. No entanto, ainda sim, foi uma inibição reversível, pois mais de 80% da 

atividade enzimática foi retomada 24 horas após o início da diálise. A retomada mais 

rápida da atividade da MAO-A, também inibida pelo composto 3g, parece ser 

dependente do efeito. Como o efeito do composto sobre a MAO-A é menor, a 

reversão da inibição 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 à terceira geração de inibidores da MAO, sendo um inibidor reversível 

e seletivo MAO-B. Assim como muitos inibidores da MAO-B possuem uma eficácia 

comprovada na terapia de doenças neurodegenerativas como a doença de 

Parkinson, o estudo do composto 3g em modelos animais que mimetizam esta 

doença, como indução 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 são inibidores irreversíveis, como a selegilina e a 

rasagilina, os compostos apresentados neste trabalho apresentam vantagens por 

serem inibidores reversíveis da MAO-B.  

No presente trabalho, estudamos a natureza da inibição da MAO causada por 

dois compostos imidazolínicos (3d e 3g). O composto 3d que apresentou uma 

inibição seletiva para a MAO-A parece ter um mecanismo misto, diminuindo o Vmáx e  

aumentando o valor de Km. O composto 3g  que foi mais seletivo para a MAO-B 

também parece ter uma inibição de natureza mista (diminui o Vmáx e aumentou o 

KM). Alguns autores classificam a inibição mista como um tipo de inibição não-
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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 inibição da 

MAO por compostos imidazolínicos. Naquele estudo, ligantes imidazolínicos I2 

(cirazolina e guanabenz) foram mais potentes que ligantes seletivos I1 (clonidina e 

moxonidina) em inibir a atividade da MAO. Além disso, cirazolina agiu como um 

inibidor não-competitivo em membranas renais de coelho (diminuindo valores de 

Vmáx sem alteração nos valores de Km) (TESSON et al., 1995). O fato que alguns 

derivados imidazolínicos, ditos ligantes seletivos I2, são capazes de inibir a atividade 

da MAO de maneira não-competitiva, sugere que o mecanismo inibitório das 

imidazolinas é diferente daqueles dos inibidores clássicos da MAO, que interagem 

com o grupo prostético FAD na MAO. Outros estudos, também revelaram a 

existência de uma natureza não-competitiva para a inibição da MAO por compostos 

imidazolínicos e, em particular, uma inibição do tipo mista para o composto 2-BFI 

(CARPENÉ et al., 1995). Assim, a inibição mista apresentada pelo composto 

imidazolínico 3d sugere que esta imidazolina não interage da mesma forma que 

inibidores clássicos da MAO e que ela é capaz de alterar a afinidade da enzima pelo 

substrato. Entretanto, alguns relatos propõem uma interação competitiva para vários 

ligantes seletivos I2 e a MAO (OZAITA et al., 1997) sugerindo que os sítios I2 não 

representam sítios regulatórios da MAO. No entanto, estudos de Jones e 

colaboradores (2007) propõem que os ligantes de sítios I2 apresentam uma inibição 

do tipo competitiva com a MAO por interagirem com sítios na cavidade do sítio ativo 

da enzima, sem interagir propriamente com este. Dessa forma, a presença destes 

compostos imidazolínicos ligados a estes sítios seria suficiente para bloquear o 

acesso do substrato ao sítio ativo e então inibir a enzima. Além disso, o “docking” 

dos compostos 2-BFI e idazoxan com a MAO-A, mostra que o anel imidazolínico 

destes compostos é acomodado facilmente, juntamente com o restante da molécula, 

na cavidade larga do sítio catalítico da MAO-A (JONES et al., 2007). 

A MAO é atualmente um alvo terapêutico para o tratamento inicial da doença 

de Parkinson (FERNANDEZ et al., 2007; LECHT et al., 2007). No tratamento da 

depressão, os inibidores da MAO-A também têm se mostrado uma boa alternativa 

para os pacientes que não respondem a antidepressivos clássicos (AMREIN et al., 

1993, 1999; TILLER, 1993). Observações recentes também sugerem o envolvimento 

da MAO em outras doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, já 

que pacientes com esta doença apresentam níveis aumentados da enzima 
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(THOMAS, 2000; RIEDERER et al., 2004). Além disso, a atividade da MAO também 

está modificada em regiões específicas do cérebro de fumantes (FOWLER et al., 

1996).  

Visto que a MAO é uma enzima multifuncional e possivelmente relacionada 

com sítios imidazolínicos, acredita-se que ela pode possuir ações ainda 

desconhecidas ocasionadas pela ocupação dos domínios de ligação imidazolínicos. 

Além disso, embora os sítios I2 e a MAO não sejam comumente colocalizados em 

muitos tecidos, estudos mostram que suas regulações são igualmente dependentes 

da idade (RENOUARD et al., 1993). Outros achados também mostram que a 

expressão de sítios I2 está alterada em cérebro de pacientes com depressão e em 

algumas doenças neurodegenerativas (RUIZ et al., 1993; OLMOS et al., 1994; 

GARCÍA-SEVILLA et al., 1996, 1998; SASTRE & GARCÍA-SEVILLA, 1993, 1997; 

RUGGIERO et al., 1998; REYNOLDS et al., 1996).  

 Assim, a demonstração que sítios de ligação na MAO, que são reconhecidos 

por uma classe de compostos farmacologicamente ativos e que são detectáveis em 

células de tecidos específicos é de particular interesse dado o papel da enzima na 

etiologia e/ou terapêutica de várias doenças neurológicas. Dessa forma, o estudo de 

imidazolinas inibidoras da MAO em modelos animais que reproduzam estas doenças 

é de grande importância para estudos futuros. 
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7. CONCLUSÕES 

 

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

 

�   Os compostos 4,5-diidro-1H-imidazol-2-substituídos apresentaram efeito 

inibitório sobre a atividade da MAO-A e/ou MAO-B, tanto em cérebro como 

em fígado 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 inibição do tipo mista sobre a 

MAO-A e a MAO-B, respectivamente. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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