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1. INTRODUCAO

A atuacdo das enzimas monoamina oxidases (MAOs) na regulacdo de
atividades do sistema nervoso central (SNC) tem sido alvo de diversos estudos
bioquimicos e farmacoldgicos, que visam desenvolver novas terapias para o
tratamento de inUmeras desordens neuroldgicas e psiquiatricas, como Transtorno
Depressivo Maior (TDM) (SABRI et al., 2020), Doenca de Parkinson (DP) (KANG
et al., 2018) e Doencga de Alzheimer (DA) (SCHEDIN-WEISS et al., 2017). Ao
metabolizar neurotransmissores no cérebro, as MAOs desempenham papéis
criticos na regulacdo comportamental, cognitiva e endécrina (CARRADORI et al.,
2018). Compostos que atuem na modulacdo destas enzimas, podem resultar num
avanco para tratar diversas patologias que acometem o SNC.

Existem duas isoformas da MAO, a MAO-A e MAO-B, ambas associadas a
membrana externa mitocondrial. As isoformas possuem 70% de similaridade entre
si na sequéncia de aminoacidos, porém diferem em suas especificidades por
substrato, inibidores e localiza¢gGes tecidual (TIPTON, 2018). 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 (CARRADORI et al., 2018). Tais diferencas permitem desenvolver
estratégias farmacoldgicas para novas abordagens terapéuticas além de reduzir
os efeitos colaterais (HUANG et al., 2019).

A MAO-B parece desempenhar um papel central na DA, visto que
contribui para a formacéao de placas  amiloide, destruindo neurénios colinérgicos,
levando a disfungbes cognitivas (CAI, 2014). Além disso, a inibicdo desta enzima
pode atuar aumentando os niveis de dopamina na DP, a qual caracteriza-se por
perda significativa de células dopaminérgicas do mesencéfalo (KANG et al.,
2018). A super expressdao da MAO-B também parece estar relacionada com a
fisiopatologia da TDM, visto que implica em disfuncdo mitocondrial, geracdo de
peréxido de hidrogénio em excesso e producdo de metabdlitos toxicos podendo
resultar em sintomas depressivos (MORIGUCHI et al., 2019). Dessa forma, a
busca de novos farmacos visando inibir a MAO-B pode ter varias aplicabilidades.

Compostos da classe das acetofenonas tém demonstrado uma gama de
atividades biologicas relevantes, como efeito do tipo antidepressivo em
camundongos, efeito antioxidante e efeito inibitério sobre a atividade da MAO
(SOUSA et al., 2018). Considerando os dados ja apresentados na literatura e que
os inibidores da monoamina oxidase estdo envolvidos na terapia de varias
patologias, principalmente a DA, no presente trabalho selecionamos 2'-(1,2,3-
triazoil)-acetofenonas com diferentes substituintes e verificamos suas
capacidades de inibicdo da isoforma MAO-B, através de teste in vitro, em
homogenatos de cérebros de camundongos.
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2. METODOLOGIA

2.1 Compostos

As 2'-(1,2,3-triazoil)-acetofenonas (figura 1) foram sintetizados pelo
Laboratorio de Sintese Organica Limpa (LASOL), e os experimentos bioquimicos
foram realizados no Laboratério do Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia
(GPN), ambos localizados na Universidade Federal de Pelotas.
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Figura 1. Estruturas quimicas das 2 (1,2,3-tr|a20|I)-acetofenonas (3b,3ce
3i).

2.2 Animais

Para investigar o potencial inibitério das 2’-(1,2,3-triazoil)-acetofenonas na
atividade da MAO-B foram utilizados cérebros de camundongos Swiss machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Todos os
experimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica e
Bem-Estar Animal da UFPel (CEEA 50890-2019). Os animais foram submetidos
a eutandsia por isoflurano para a remocéo do cérebro.

2.3 Preparacgao mitocondrial

O tecido cerebral foi preparado conforme descrito por SOTO-OTERO et al.
(2001) para obtencdo de uma fracdo rica em mitocondria. O cérebro dos
camundongos foi homogeneizado em uma solucdo tampao de homogeneizacao
(Na2HPO4 0,0168 M / KH2PO4 0,0106 M isotonizado com KCI 0,0036 M, pH 7,4)
na proporcao de 1:4 (peso/volume) e, submetido a centrifugacdo. O sobrenadante
foi novamente centrifugado e apés, o pellet (P1) foi ressuspendido com tampé&o de
homogeneizacéo. A nova fracdo foi centrifugada e ressuspendida em tampéao de
ensaio formando a fracdo a ser utilizada no experimento. A concentracao proteica
dos homogenatos cerebrais foi medida pelo método de BRADFORD (1976),
utilizando albumina sérica bovina como padréo, fixada em 1 mg/mL.

2.4 Ensaio de atividade da MAO-B

A atividade da MAO-B foi realizado conforme descrito em SOTO-OTERO et
al. (2001). Aliguotas de amostras foram incubadas a 37 °C por 5 min em um meio
contendo solucdo tampé&o, o inibidor especifico clorgilina (um inibidor de MAO-A,
250 nM) e 2’-(1,2,3-triazoil)-acetofenonas, dissolvidas em DMSO (concentragdes
finais de 0,01 a 500 uM). Em seguida, quinuramina (60 uM) foi adicionada a
reagdo, servindo como um substrato ndo seletivo. As amostras entdo foram
incubadas a 37°C durante 30 min. Apoés a incubacéo, a reagéo foi encerrada pela
adicao de acido tricloroacético (TCA) a 10%. Apoés centrifugacdo, uma aliquota do
sobrenadante foi adicionada a NaOH 1M formando 4-hidroxiquinolina, um produto
fluorescente. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada através de um
fluorimetro em excitagcdo correspondente a 315 nm e emissdo de 380 nm. Os
resultados foram calculados e expressos como nmol de 4-OH quinolina/mg de
proteina/minuto.
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2.5 Anélise estatistica

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas através do software
GraphPad Prism 7.04, utilizando a andlise de variancia ANOVA de uma via
seguida do teste post hoc Newman-Keuls. A concentracdo que inibe 50% da
atividade da enzima (Clso) foi determinada por regressdo n&o linear. 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 resultados demonstram que os compostos 3b (F, 34) = 43,5; p<0,001),
3c (Fe, 30 = 72,5; p<0,001) e 3i (Fs, 39) = 43,88; P<0,001) foram capazes de inibir
significativamente a atividade da MAO-B em cérebros de camundongos (figura 2),
Para uma melhor comparacdo entre os dados, os resultados também foram
expressos em Clso (tabela 1).

Tabela 1. Concentracdes de 2’-(1,2,3-triazoil)-acetofenonas que inibem 50% da
atividade da MAO-B (Clso).

Compostos Clso (uM) MAO-B
3b 173.5
3c 77.18
3i 41.47

O composto 3i, que possui como substituinte um anel aromatico,
apresentou o menor valor de Clso (41.47 pM). Demonstrando um potencial
superior de inibicdo da MAO-B em uma menor concentracdo, quando comparado
aos demais compostos testados.
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Figura 2. Efeito dos compostos (A) 3b, (B) 3c e (C) 3i sobre a atividade da MAO-
B em cérebro de camundongos in vitro. Os dados foram expressos como médias
+ EPM, (n = 4 — 6 experimentos independentes). Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando *p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 quando
comparado com o grupo de controle (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keul). C: controle; V: veiculo.

Os inibidores da MAO-B podem contribuir para o tratamento de diversas
patologias, como doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (KANG et al.,
2018; SCHEDIN-WEISS et al.,, 2017). Além disso, seu uso clinico pode
representar uma alternativa para minimizar efeitos colaterais ocasionados por
inibidores nao seletivos da MAO (HUANG et al., 2019). Mais estudos sao
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necessarios para investigar o potencial de inibicdo dos compostos 3b,3c e 3i em
relacdo a MAO-A.

4. CONCLUSOES

A busca por compostos mais adequados para tratar desordens
neurologicas e psiquiatricas é de grande importancia. Através de estudos
bioquimicos in vitro, as 2’-(1,2,3-triazoil)-acetofenonas testadas demonstraram
inibir a MAO-B, podendo ser exploradas como novos inibidores da MAO.
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