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RESUMO

Fizeram-se estudos cinéticos da actividade da monoamina oxidase utilizando um substrato com caracte-
risticas hidréfilas em presenga de inibidores com caracter polar variavel. Verificou-se que a Nialamida ¢ o
Propranolol, compostos com caracter hidro6fobo acentuado, apresentam um mecanismo de inibi¢do misto
ndo competitivo. Pelo contrario, a Fenformina e a Metformina, ambas polares, interferem directamente
com o centro de ligagdo ao substrato apresentando um mecanismo competitivo puro. Os resultados obti-
dos estao de acordo com a hipbtese de que o enzima seja uma proteina integral da membrana mitocondrial
externa, dependendo a sua actividade da camada de fosfolipidos que envolve os diferentes centros de liga-
¢do da molécula.

SUMMARY

Kinetic studies on liver mitochondrial MAO in presence of substrates with different polar characteristics

Kinetic studies of MAO were made, using hydrophobic and hydrophylic substrates. Nialamid and
propranolol, both hydrophobic, show a mechanism of inhibition of the mixed non competitive type.
Phenformin and metformin, both hydrophylic, interfere directly with the active center, showing a purely
competitive mechanism of inhibition. The results are in accordance with the hypothesis that the enzyme is
an integral part of the external mitochondrial membrane, depending its activity on the phospholipids
which surround the active centers.

INTRODUCAO

A monoamina oxidase [amina-oxigénio oxiredutase (de-
saminase) (com flavina), E. C. 1.4.3.4], enzima localizado
na membrana mitocondrial externa ! catalisa reacgdes de de-
saminagdo oxidativa de aminas.

Johnson, em 1968, classifica-o em dois tipos, A ¢ B, ten-
do em conta fundamentalmente a sensibilidade variavel face
a diferentes inibidores.2 No entanto, este conceito tem sido
posto em causa, ja que muitas diferencas funcionais descri-
tas entre MAO-A e B parecem depender apenas do contet-
do lipidico e integridade da membrana na qual o enzima se
insere.3

Segundo Dennick e col? parece ndo ser possivel distin-
guir imunologicamente diferentes formas enzimaticas.

Assim, tem sido sugerido em alternativa um conceito de
enzima como uma entidade molecular Unica, oligdmera,
com varios centros de ligacdo distribuidos ao longo da mo-
lécula. As diferencas de comportamento dos varios centros
seriam explicadas pelo ambiente lipidico varidvel em redor
da molécula.’

Recebido para publicacdo:16 de Novembro 1983

Pretende-se com este trabalho investigar do ponto de vista
cinético as caracteristicas alotépicas da monoamina oxidase
in situ.

MATERIAL E METODOS

Os mitocdndrios foram preparados por método referido
anteriormente ¢ a partir de figados de ratos Sprague-Dowley
de trés meses de idade mortos por exsanguinagdo. Foram
conservados em tampio fosfato numa concentragdo de pro-
teina de 5 mg/ml & temperatura de —20 °C até posterior
utilizagdo.

As proteinas foram determinadas pelo método de Layne.”

O substrato benzilamina HCI foi obtido da Sigma Che-
mical C.°. A Nialamida foi obtida dos Laboratérios Pfizer,
o Propranolol HCl da Sigma Chemical C.° e a Metformina
e a Fenformina foram gentilmente oferecidas pela Boehrin-
ger Mannheim (Portugal).

A actividade da monoamina oxidase foi determinada a
37 °C, utilizando tampdo fosfato 10 mM, pH 7.2, numa
adaptacdo da técnica de Tabor e col® e McEwen ¢ col,? an-
teriormente descrita.!?
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Figura 1 a): Determinagdo dos pardmetros cinéticos para o sistema benzilamina-Nialamida pelo método de Eisenthal
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RESULTADOS QUADRO 1 Acgéio da Nialamida sobre os parimetros

cinéticos da MAO

— Experiéncias com Nialamida

Nialamida (M)
0 5 10 15
Q 0
pC = N =N~ CH, - CH & Sz Km®
-N-N-~ - - C=0N-= &
n B R 2 2 g CH, Eg M) 0.12 0.17 020 0.28
‘P& V& umol benzaldeid
=1 Mo enzaldeldao
Nialamida (N-Isonicotinoil-N’[8-(N-benzilcarboxamida) etil] hidrazina) 2O sormado/min /mg proteina 0.32 024 0.16 0.13
Fizeram-se experiéncias utilizando Nialamida em concen- , . " .
tragdes variando de 5 a 15 xM com concentrag¢des de subs- Quer o método de Eisenthal'! quer o de Lineweaver-
trato de 0.1 a 1.2 mM, que conduziram a valores variaveis -Burk 2 mostram o efeito inibidor da nialamida sobre a
quer da constante de Michaelis quer da velocidade maxima acgip da. monoamina oxidase na desaminagfio oxidativa da
(Quadro 1). benzilamina (Figura 1a) e 15)).

1/V

. |
5 175 mmi’ 10

Figura 1 b): Gréfico de Lineweaver-Burk para o sistema benzilamina-Nialamida
I=0 ;I=8 — — o 3 I=10 ———; I=15 yM — oo —t —
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As constantes de dissociagio dos complexos com inibi- — Experiéncias com Fenformina e Metformina
dor foram calculadas utilizando os graficos secundarios !3 e NH NH
apresentam os seguintes valores K; = 1.3 uM e Kj; = 5.0uM.

n 0
CH,~-CH,-N-C-N-C-NH
2 2
— Experiéncias com Propranolol 2 g H

H CH
I 7/ 5
O—CH2—C—CH2—NH—CH
6H N CH Fenformina (N-(2-feniletil) imidodicarbonimidica diamida)
3

Propranolol (1-[isopropilamino]-3-[1-naftiloxi]-2-propanol)

Utilizou-se Propranolol como inibidor em concentragdes
de 1 a 2 mM, obtendo-se os resultados que constam no
Quadro 2.

QUADRO 2 Acgiio do Propanolol sobre os parimetros
cinéticos da MAO

Propranolol (mM)

0 1 1.5 20

W Rm tmM)
Cwn Km?P

E g (mM) 022 022 024 028 Figura 2 a): Determinag3o dos pardmetros cinéticos para o sisterna
SE benzilamina-Propranolol pelo método de Eisenthal
.§*§ Ve umol benzaldeido 1=0 s I1=1.0 — —— ;I=15 ———; 1=2.0mM —--— —
%0 K i . 0.40 033 029 028
o formado/min/mg proteina

CH NH NH
5\ 1] n
Como se pode observar pelas Figuras 2a) e b) verifica-se E{N -C- g - C-NH,
ainda uma variagdo de ambos os pardmetros cinéticos. CH3
Os valores de K; e Kj; calculados para este sistema sdo

respectivamente 1.41 e 6.96 mM. Metformina (N, N-dimetilimidodicarbonimidica diamida)

17V

| |
T
é 1/S 10 (mmy?

Figura 2 b): Grafico de Lineweaver-Burk para o sistema benzilamina-Propranolol
I=0 ;I=1.0 — —— iy I=15 ———; I=2.0mM —--—-- -
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Figura 3 a): Determinagso dos pardmetros cinéticos para o sistema benzilamina-Fenformina pelo método de Eisenthal

1=0

Utilizando como inibidor quer a Fenformina (1-10mM)
que a Metformina (4-20mM) verifica-se que o valor da velo-
cidade maxima permanece praticamente constante, enquan-
to que a constante de Michaelis aumenta com a concentra-
¢do de inibidor (Quadro 3 e 4)

QUADRO 3 Acc¢éio da Fenformina sobre os parimetros
cinéticos da MAO

Fenformina (mM)

0 1 5 10

Km?#P

(mM) 0.11 0.21

046 0.75

PARAMETROS
CINETICOS

V& umol benzaldeido

formado / min/ mg proteina 0.34 036 036 034

QUADRO 4 Acciio da Metformina sobre os parimetros
cinéticos da MAO

Metformina (mM)

0 4 10 20
8(/) Kmap
Eé M) 020 028 0.34 0.46
=
<5 ap .
0 VP pmol benzaldeido 0.55 0.54 0.56 0.53

formado / min/ mg proteina

Os valores da constante de dissociagdo do complexo EI
sdo para a Fenformina de 1.9 mM e para a Metformina de
16.6 mM (Quadro 5).

QUADRO 5 Constantes de dissociagio do complexo
enzima-inibidor para os compostos estudados

Inibidores
Nialamida Propranolol Fenformina Metformina
(M) (mM) (mM) (mM)
K; 1.3 1.4 1.9 16.6
K; 5.0 7.0 1.9 16.6
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DISCUSSAO

Verifica-se que os resultados obtidos para o mecanismo
de inibi¢do da monoamina oxidase pelas biguanidas, Niala-
mida e Propranolol, compostos com caracter polar variavel,
estdo de acordo com a hipotese de que a actividade enzima-
tica dependera, entre outros factores, da distribuicdo assi-
métrica de fosfolipidos ao longo da membrana e da integri-
dade da mesma.!*16

Assim, compostos com caracter polar elevado, como as
biguanidas, face a um substrato tipo B apresentam clara-
mente um mecanismo de inibi¢do do tipo competitivo puro
interferindo, portanto, directamente com a ligagéo a centros
da proteina situados no exterior da membrana mitocondrial
externa.

Pelo contrario, compostos com certo caracter hidroéfobo
como a Nialamida e o Propranolol, apresentam um meca-
nismo de inibi¢do ndo competitivo misto, o que se podera

Vv

1

)
78 om'

Figura 3 b): Grafico de Lineweaver-Burk para o sistema
benzilamina-Fenformina
=1 —e—— ;I=5 ———; I=10mM —--—-- —

:

1=0

explicar com base em interac¢Ges desses ligandos com cen-
tros de ligagdo situados em zonas da molécula de proteina
no interior da membrana, envolvido, portanto, por cama-
das lipidicas.

De notar, que o caracter inibidor da Fenformina é cerca
de nove vezes superior ao da Metformina, o que podera ter
como consequéncia uma maior toxicidade da primeira.



ESTUDO CINETICO DA MAO MITOCONDRIAL HEPATICA

|
12 06

Rm (mM)

Figura 4 a): Determinagdo dos pardmetros cinéticos para o sistema
benzilamina-Metformina pelo método de Eisenthal
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Figura 4 b): Grafico de Lineweaver-Burk para o sistema
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benzilamina-Metformina

1=0 s I=4— ;1=10 ———; =20 mM — - — o —

Verifica-se ainda que, de entre os inibidores estudados, a
hidrazina é de longe a que apresenta maior poder inibidor,
com valores de K; 103 superiores aos do bloqueante 3-adre-
nérgico estudado (Quadro 5).

Os mecanismos cinéticos descritos poderdo ainda expli-
car alguns resultados experimentais ja publicados. Assim,
uma diminui¢do da actividade total do enzima com variagdo
da razdo A/B em ratos submetidos a dieta deficiente em
lipidos,!” & perfeitamente compreensivel ja4 que a caréncia
destes correspondera a um processo de regulagdo em que os
centros do tipo A deixam de estar funcionais. Havera, por-
tanto, aumento relativo da actividade dos centros de ligagio
sensiveis a ligandos com caracter hidrofilo (tipo B). Refira-
-se ainda que ratos geneticamente obesos terdo um aumento
da razio A/B.!8

Ressalta, portanto, a necessidade de estudar o mecanis-
mo regulador de diferentes efectores, em particular fosfoli-
pidos sobre o enzima purificado.
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