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ESTUDO CINETICO DA MONOAMINA OXIDASE
MITOCONDRIAL HEPATICA EM PRESEN~A DE
COMPOSTOS COM DIFERENTE CARACTER POLAR
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Instituto de Quirnica FisiolOgica. Faculdade de Medicina de Lisboa.

RESUMO

Fizeram-se estudos cinéticos da actividade da monoamina oxidase utilizando urn substrato corn caracte
risticas hidrôfilas em presenca de inibidores corn carácter polar variâvel. Verificou-se que a Nialamida e o
Propranolol, compostos corn carâcter hidrôfobo acentuado, apresentam urn mecanismo de inibicao misto
nAo competitivo. Pelo contrário, a Fenforrnina e a Metformina, arnbas polares, interferem directarnente
corn o centro de ligacgo ao substrato apresentando urn rnecanisrno competitivo puro. Os resultados obti
dos estao de acordo corn a hipótese de que o enzirna seja uma proteina integral da rnembrana mitocondrial
externa, dependendo a sua actividade da carnada de fosfolipidos que envolve os diferentes centros de liga
cão da molécula.

SUMMARY

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

Kinetic studies of MAO were rnade, using hydrophobic and hydrophylic substrates. Nialamid and
propranolol, both hydrophobic, show a mechanism of inhibition of the mixed non cornpetitive type.
Phenformin and rnetformin, 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-oxigênio oxiredutase (de
saminase) (corn flavina), E. C. 1.4.3.4], enzima localizado
na membrana mitocondrial externa catalisa reacçOes de de
saminacao oxidativa de aminas.

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

Segundo Dennick e col4 parece não ser possivel distin
guir imunologicamente diferentes formas enzimáticas.

Assim, tern sido sugerido em alternativa urn conceito de
enzima corno urna entidade molecular ünica, oligOmera,
corn vários centros de Iigacäo distribuidos ao longo da mo
lécula. As diferencas de cornportarnento dos vários centros
seriam explicadas pelo ambiente lipidico variável em redor
da molécula.5

Pretende-se corn este trabatho investigar do ponto de vista
cinético as caracterIsticas alotôpicas da monoamina oxidase
in situ.

MATERIAL E METODOS

Os mitocôndrios forarn preparados por rnétodo referido
anteriormente6 a partir de figados de ratos Sprague-Dowley
de trés meses de idade mortos por exsanguinacão. Foram
conservados em tarnpão fosfato numa concentracao de pro
teina de 5 mg/mi a ternperatura de —20 °C ate posterior
utilizacAo.

As proteinas foram determinadas pelo método de Layne.7
O substrato benzilamina HC1 foi obtido da Sigma Che

mical C.°. A Nialarnida foi obtida dos Laboratórios Pfizer,
o Propranolol HC1 da Sigma Chemical C.° e a Metformina
e a Fenformina foram gentilmente oferecidas pela Boehrin
ger Mannheirn (Portugal).

A actividade da monoarnina oxidase foi determinada a
37 °C, utilizando tampAo fosfato 10 mM, pH 7.2, numa
adaptacao da técnica de Tabor e col8 e McEwen e col,9 an
teriormente descrita.1°
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Figura I a): Determinacao dos parâmetros cinéticos para 0 sistema benzilamina-Nialamida pelo método de Eisenthal
1=0 ; 1=5—.—.—; 1=10————; I=15~M—..—..—

RESULTADOS

— Experiencias corn Nialarnida

~CR20

Nialamida (N-Isonicotinoil-N’ [~3-(N-benzi1carboxamida) etil] hidrazina)

Fizeram-se experiencias utilizando Nialamida em concen
tracOes variando de 5 a 15 ~sM corn concentracOes de subs
trato de 0.1 a 1.2 rnM, que conduziram a valores variâveis
quer da constante de Michaelis quer da velocidade maxima
(Quadro 1).

1/V

QUADRO 1 Acçao da Nialamida sobre os parâmetros
cinéticos da MAO

Nialamida (AM)

0 5 10 15

~ ~ Km~’ 0.12 0.17 0.20 0.28

~ (mM)

~
~ ~ V~1’ ~mo1 benzaldeido 0.32 0.24 0.16 0.13
~ L) formado / mm / mg proteina

Quer o método de Eisenthal ~ quer o de Lineweaver
-Burk 12 mostrarn o efeito inibidor da nialarnida sobre a
accAo da rnonoarnina oxidase na desarninacAo oxidativa da
benzilamina (Figura la) e I b)).
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Figura 1 b): Grâfico de Lineweaver-Burk para o sistema benzilamina-Nialamida
1=0 ; 1=5—.—.—; 1=10————; I=15~M—••—..—
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As constantes de dissociacAo dos complexos corn inibi
dor foram calculadas utilizando os gráficos secundârios 13 e
apresentam os seguintes valores K = 1.3 ~M e K11 = 5.O~M.

— Experiências corn Propranolol

H CH
I /3

O-CH —C—CH —NH—CR2 OH 2 ~CH3

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

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

QUADRO 2 Acção do Propanolol sobre Os parâmetros
cinéticos da MAO

Propranolol (mM)

0 1 1.5 2.0

C’,
Kma~ 0.22 0.22 0.24 0.28

~ (mM)

~ Vs” ~smo1 benzaldeido
<0 0.40 0.33 0.29 0.28
o~ formado / mm / mg proteina

Como se pode observar pelas Figuras 2a) e b) verifica-se
ainda uma variacAo de ambos os parârnetros cinéticos.

Os valores de K1 e K1 calculados para este sistema são
respectivarnente 1.41 e 6.96 mM.

— Experiências corn Fenformina e Metforrnina

NH NH
II II

CR —CR -h-C-N—C—NHo H
Fenformina (N-(2-feniletil) imidodicarbonimidica dian,ida)

CR NH NH
II II

RN - C - N - C - NH
H 2

CH3~

Metformina (N, N-dimetilimidodjcarbonixnjdjca diamida)

Figura 2 b): Grâfico de Lineweaver-Burk para o sistema benzilanuna-Propranolol
1=0 ; I=1.0—~——; 1=1.5—————; I=2.0mM—~—•—
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V

Figura 2 a): DeterminacAo dos parametros cin&icos para o sistema
benzilamina-Propranolol pelo m~todo de Eisenthal

1=0 ; 1=1.0———; 1=1.5————; I=2.0mM—~—..—
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Utilizando corno inibidor quer a Fenformina (1-10mM)
que a Metforrnina (4-20mM) verifica-se que o valor da velo
cidade maxima permanece praticamente constante, enquan
to que a constante de Michaelis aumenta corn a concentra
ção de inibidor (Quadro 3 e 4)

QUADRO 3 Accao da Fenformina sobre os parâmetros
cinéticos da MAO

Fenformina (mM)

0 1 5 10

~ Km~’
~ (mM) 0.11 0.21 0.46 0.75
zj2
~ ~ vi” ~mo1 benzaldeido~ formado/min/mg proteina 0.34 0.36 0.36 0.34

QUADRO 4 Accao da Metformina sobre os par~metros
cinéticos da MAO

Metformina (mM)

0 4 10 20

~,, Kma~
~ a 0.20 0.28 0.34 0.46
~ (mM)

V~’ ~mo1 benzaldeido . 0.55 0.54 0.56 0.53
°- formado / mm/mg protemna

Os valores da constante de dissociacao do complexo El
säo para a Fenformina de 1.9 rnM e para a Metformina de
16.6 mM (Quadro 5).

QUADRO 5 Constantes de dissociacão do complexo
enzima-imbidor para os compostos estudados

Inibidores

Nialamida Propranolol Fenformina Metformina
(AM) (mM) (mM) (mM)

K1 1.3 1.4 1.9 16.6

K1~ 5.0 7.0 1.9 16.6

DISCUSSAO

Verifica-se que os resultados obtidos para o mecanisrno
de inibicao da monoarnina oxidase pelas biguanidas, Niala
mida e Propranolol, compostos corn carâcter polar variável,
estão de acordo corn a hipótese de que a actividade enzimã
tica dependerá, entre outros factores, da distribuiçao assi
métrica de fosfolipidos ao longo da membrana e da integri
dade da rnesma.14’6

Assim, cornpostos corn carácter polar elevado, como as
biguanidas, face a urn substrato tipo B apresentarn clara
rnente urn rnecanismo de inibicao do tipo competitivo puro
interferindo, portanto, directamente corn a ligacao a centros
da protelna situados no exterior da membrana rnitocondrial
externa.

Pelo contrârio, compostos corn certo carãcter hidrófobo
corno a Nialamida e o Propranolol, apresentam urn meca
nismo de inibicäo nAo cornpetitivo misto, o que se poderã

1/V

14

1/ S (mM)1 ~

Figura 3 b): Grâfico de Lineweaver-Burk para 0 sistema
benzilamina-Fenformina

1=0 ; 1=1———; 1=5————; 1=10mM—”—”—

explicar corn base em interaccoes desses ligandos corn cen
tros de ligacao situados em zonas da molécula de proteina
no interior da membrana, envolvido, portanto, por carna
das lipidicas.

De notar, que o carãcter inibidor da Fenformina é cerca
de nove vezes superior ao da Metforrnina, o que poderâ ter
como consequência uma maior toxicidade da prirneira.

V
/‘ .~-

—

— -

— /, ,_ —
— /, —

—
—

V

1.2 .6 03 o:i
Figura 3 a): DeterminacAo dos parametros cin&icos para o sistema benzilamina-Fenformina pelo método de Eisenthal

1=0 ; I=1—~—~—; 1=5————; 1=10mM—”——
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Figura 4 a): Determinacao dos parâmetros cinéticos para o sistema
benzilamina-Metformina pelo método de Eisenthal

1=0 ; 1=4——.—; 1=10————; 1=20mM—”—.—

Figura 4 b): Grãfico de Lineweaver-Burk para o sistema
benzilamina-Metformina

1=0 ; I=4——~—; 1=10————; I 20mM—.——

Verifica-se ainda que, de entre os inibidores estudados, a
hidra.zina é de longe a que apresenta major poder jnjbjdor,
corn valores de K lO~ superiores aos do bloqueante ~3-adre-
nérgico estudado (Quadro 5).

Os mecanismos cinéticos descritos poderAo ainda expli
car alguns resultados experirnentais já publicados. Assirn,
uma diminuicao da actividade total do enzima corn variacao
da razão A/B em ratos submetidos a dieta deficiente em
lipidos,l7 é perfeitarnente cornpreensIvel jã que a carência
destes corresponderá a urn processo de regulacäo ern que os
centros do tipo A deixarn de estar funcionais. Haverá, por
tanto, aurnento relativo da actividade dos centros de ligacäo
sensiveis a ligandos corn carãcter hidrOfilo (tipo B). Refira
-Se ainda que ratos geneticarnente obesos terao urn aurnento
da razAo A/B.18

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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