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1. INTRODUCAO

A monoamina oxidase (MAO) € uma enzima ligada a membrana mitocondrial
externa responsavel por catalisar a reacdo de desaminagdo oxidativa de
monoaminas. Entre os substratos da MAO encontram-se neurotransmissores,
hormdnios e compostos exdégenos biologicamente ativos. Em razdo disso, esta
enzima desempenha um papel critico na regulacdo de atividades do sistema
nervoso central (SNC) e estd relacionada ao desenvolvimento de inUmeras
desordens neurologicas e psiquiatricas (DROZAK et al., 2006), fundamentadas
principalmente no fato de que a sua catalise origina metabdlitos potencialmente
toxicos, como aldeidos e peroxido de hidrogénio (FINBERG et al., 2016).

A enzima apresenta-se sob duas isoformas, MAO-A e MAO-B, que apesar de
apresentarem 70% de similaridade na sequéncia de aminoacidos, diferem quanto a
distribuicdo, seletividade de inibicdo e especificidade de substrato (KUMAR et al.,
2017). Preferencialmente a MAO-A catalisa a desaminacdo de serotonina e
noradrenalina, enquanto que a MAO-B possui maior especificidade pelos substratos
benzilamina, B-feniletilamina e dopamina (FINBERG et al., 2016).

Os medicamentos inibidores da MAO (IMAO) sé&o utilizados sobretudo nos
tratamentos de depressdao e doencas neurodegenerativas, como de a Doenca de
Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA) (YOUDIM et al., 2006). Com essa relevancia, a
DA destaca-se por estar entre as mais frequentes doencas neurodegenerativas no
mundo, estando o aumento da atividade da MAO-B relacionado a perda de funcdes
cognitivas, um dos principais transtornos causados pela doenca (KUMAR et al.,
2017). Ainda, em relagdo aos IMAO é valido ressaltar a importancia da busca de
terapias que oferecam menores riscos de reacdes indesejaveis e maior seletividade
enzimatica, visto que o tratamento de diversas patologias do SNC envolve diferentes
mecanismos de inibi¢ao.

Por outra perspectiva, ao quadro de depressao resistente ao tratamento (DRT)
tem sido proposta a terapia combinada, baseada na utilizacdo de um inibidor da
MAO e antidepressivos ou estimulantes, apresentando uma melhora clinica
significativa (THOMAS et al., 2015). Assim, estudos tém se voltado para o
desenvolvimento de novos farmacos que atuem inibindo a MAO com potencial
neuroprotetor. Dentre as pesquisas de compostos orgéanicos sintéticos, alguns
resultados recentes revelam o potencial de derivados de iminotiazolidinonas como
IMAO (ABBAS et al., 2016).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi determinar se o composto (Z)-3-
(piridin-2-il)-2-(piridin-2-illimino)tiazolidin-4-ona (PPIT; Fig. 1) seria capaz de inibir a
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atividade enzimatica das isoformas MAO-A e/ou MAO-B em cérebro de

camundongos in vitro.
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Figura 1. Estrutura quimica do composto PPIT

2. METODOLOGIA

O composto PPIT foi sintetizado pelo Laboratério de Quimica Aplicada a
Bioativos e o0s experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e
Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), localizados na Universidade Federal de
Pelotas.

2.1 Animais

Para o experimento foram utilizados cérebros de camundongos Swiss machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Os
procedimentos foram realizados de acordo com as normas e diretrizes do Comité de
Etica e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel).
Os animais foram submetidos a eutanasia por isoflurano para a remocéo do cérebro.

2.2 Preparacao mitocondrial

O tecido cerebral foi preparado conforme descrito por SOTO-OTERO et al.
(2001) para obtencdo de uma fracdo rica em mitocondria. O cérebro de
camundongos foi homogeneizado em tampé&o de homogeneizacdo na proporcao de
1:4 (peso/volume) e submetido a centrifugacdo. O sobrenadante foi novamente
centrifugado e apds, o pellet (P1l) foi ressuspendido com tampdo de
homogeneizag&o. A nova fragdo foi centrifugada e ressuspendido o pellet (P2) final
em tampéao de ensaio, formando a fracéo a ser utilizada no experimento.

2.3 Ensaio de atividade da MAO

A avaliacdo da atividade da enzima monoamina oxidase foi baseada na
metodologia de WEISSBACH et al. (1960) na qual a oxidacdo de um substrato, a
quinuramina, pelas isoformas MAO-A e MAO-B resulta na formacdo de 4-
hidroxiquinolina, um produto fluorescente. Dessa forma, a inibicAo enzimatica é
determinada pela reducéo de fluorescéncia emitida.

Os ensaios foram realizados de forma que as amostras foram pré-incubadas
a 37°C por cinco minutos com o0s respectivos inibidores enzimaticos. Assim, a
pargilina, inibidora da MAO-B foi utilizada para determinar a atividade da isoforma
MAO-A, e a clorgilina, inibidora da MAO-A, para determinar a atividade da MAO-B.
Na etapa seguinte foi feita a adicdo do composto a ser testado e a incubagéo por
dez minutos a 37°C, seguida da adicdo de quinuramina e incubacao por trinta
minutos nas mesmas condic¢oes.
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A reacéo foi parada com acido tricloroacético a 10%, e posteriormente feita a
centrifugagdo por cinco minutos a 4°C. Foi retirado o sobrenadante, acrescido
hidroxido de sédio 1M e a leitura foi feita em um fluorimetro em excitacdo
correspondente a 315 nm e emissao de 380 nm.

Para o teste de ambas isoformas, o composto PPIT foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) e utilizado nas concentragdes de 10, 50, 100, 200 e 500
pUM. O tubo controle recebeu o veiculo (DMSO). Os resultados foram calculados e
expressos como nmol de 4-OH quinolina/mg de proteina/minuto.

2.4 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados paramétricos foi realizada através do software
GraphPad Prism 7.04, utilizando a andlise de variancia ANOVA de uma via seguida
do teste post hoc Newman-Keuls. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos do composto PPIT sobre a atividade das isoformas da MAO em
cérebro de camundongo estdo demonstrados na Fig. 2. A partir dos experimentos
realizados foi possivel observar que o composto PPIT em todas as concentracfes
testadas ndo afeta de forma significativa a MAO-A (Fs,18=2,42; p=0,0761), como
observado na Fig. 2A.

Em contrapartida, a andlise estatistica dos dados revelou um perfil inibitério do
composto PPIT sobre a MAO-B, reduzindo de forma significativa a atividade
enzimatica nas concentracdes de 200 e 500 pM (F, 18=8,763; p=0,0002) como
mostrado na Fig. 2B.
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Figura 2. Efeitos do composto PPIT sobre a atividade da MAO-A (A) e MAO-B
(B) em cérebro de camundongos in vitro. Os dados representam a média + EPM.
N=4 experimentos independentes. (*) p<0,05 e (***) p<0,001 comparado ao controle
(c). ANOVA de uma via/Newman-Keuls.

Esses resultados demonstram que PPIT inibiu a MAO-B de forma seletiva,
uma caracteristica desejada na busca por novos compostos para o tratamento de
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doencas do SNC. Sua inibicdo reduz a formacao de espécies reativas de oxigénio e
eleva a disponibilidade de monoaminas, gerando beneficios as funcbes
neuroldgicas, enquanto que a seletividade de inibicdo reduz o risco de reacdes
adversas.

4. CONCLUSOES

Em suma, pode-se concluir que o composto PPIT inibe de forma seletiva a
atividade da MAO-B em cérebro de camundongos in vitro. Assim, sugere-se que o
composto possa ser um bom candidato para pesquisa de novos farmacos
neuroprotetores. Entretanto, fazem-se necessérios estudos adicionais a fim de
caracterizar 0 mecanismo de inibicdo enziméatica in vitro e seu potencial terapéutico
em modelos animais de doencas humanas relacionadas a MAO-B.
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