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RESUMO 

PLANEJAMENTO DE PROTÓTIPOS CANDIDATOS A FÁRMACOS PARA O 
TRATAMENTO DA DOENÇA DE PARKINSON: AVALIAÇÃO IN SILICO E IN VIVO 

 
RESUMO 
 
Introdução: A Doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa que acomete a 
sociedade, principalmente em indíviduos acima de 60 anos, sendo a sua fisiopatologia caracterizada 
pela morte dos neurônios dopaminérgicos diminuindo assim a produção do neurotransmissor 
dopamina que está relacionado com as áreas motoras e cognitivas. Uma das formas de tratamento 
da DP é a inibição da monoamina oxidase B (MAO-B) por ser uma das enzimas que degradam a 
dopamina, em que estudos recentes identificaram substâncias de origem natural com essa 
atividade. Através do estudo in sílico, utilizando webservidores e softwares, é possível realizar 
triagem virtual e predizer as características farmacocinéticas e toxicológica, atividade biológica para 
assim encontrar um candidato a fármaco com ação desejada. No estudo in vivo têm-se utilizado 
desde a década de 80 o modelo animal Danio rerio (Zebrafish), devido a estrutura cerebral do 
sistema dopaminérgico ter mais de 80% de compatibilidade com o ser humano. Objetivo: Assim, o 
objetivo do estudo foi planejar moléculas, por meio de metodologias in silico, com atividade inibitória 
da MAO-B, baseando-se em produtos naturais, realizar a síntese e testá-las in vivo. Metodologia: 
Foi realizada uma pesquisa na literatura para identificar substâncias de origem natural com ação 
antiparkinsonianos comprovadas in vitro e/ou in vivo. Posteriormente, in sílico, realizou-se a 
derivação do farmacóforo, docking molecular, predição de propriedades farmacocinéticas e 
toxicológicas, modificações estruturais para obtenção dos análogos, predição de atividade e 
viabilidade sintética. Após obter os análagos foi realizada a síntese. E por fim, para o estudo in vivo, 
foi realizado o teste de toxicidade aguda em modelo animal Zebrafish. Resultados e discussões: 
Na busca da literatura foram selecionadas quatro substâncias de origem natural sendo 
Amburosídeo A, Harman, Harmalina, Harmalol e o medicamento Selegilina que foi utilizado como 
molécula padrão para comparação no estudo in silico. Na derivação do farmacóforo obteve-se 
alinhamento entre Selegilina e Harmalina identificando uma região aromática, uma região 
aceitadora de hidrogênio e uma região hidrofóbica, em que supõe-se serem as regiões essenciais 
para a atividade inibitória da MAO-B. Para as análises farmacocinéticas, as subsâncias 
apresentaram resultados entre ruins e moderados tanto para absorção quanto para distribuião 
obtendo somente a molécula Harman com todos os resultados satisfatórios, enquanto que para a 
predição de propriedades toxicológicas apresentaram entre baixa ou nenhuma toxicidade. No 
docking, molecular todas as substâncias interagiram com mais de três aminoácidos do sítio ativo da 
MAO-B e também interagiram com alguns aminoácidos que a Selegilina (molécula padrão) 
interagiu, indicando que possuem interação com a enzima e sugerindo a provável atividade 
inibitória. Após as análises, foi selecionado o Amburosídeo A, como protótipo para as modificações 
e, então, 3 análogos (PMC1, PMC2 e PMC3) foram obtidos com resultado entre média e boa 
viabilidade sintética e todos os três apresentaram predição de atividade de inibição da MAO. 
Posteriormente, os protótipos foram sintetizados, e devido a PMC3 ter apresentado possível ação 
tanto na enzima MAO-B quanto na COMT foi selecionada para o ensaio de toxicidade aguda in vivo 
em modelo Zebrafish. Considerações finais e perspectivas: Todos os análogos planejados 
apresentaram possível atividade inibitória da MAO-B, em que especificamente o análogo PMC3 
apresentou ação também para COMT, in silico, sugerindo uma ação multialvo, além de sua 
característica de fácil síntese, e também por não manifestaram toxicidade em Zebrafish, pode-se 
indicar que este análogo é um promissor candidato a fármaco multialvo para o tratamento da 
Doença de Parkinson. 

 
Palavras-Chave: Produtos naturais, Parkinson, Zebrafish. 
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ABSTRACT 

DESIGN OF DRUG CANDIDATES FOR THE TREATMENT OF PARKINSON'S DISEASE: 
EVALUATION in silico AND in vivo 
 
Abstract 
 
Introduction: Parkinson's disease (PD) is the second neurodegenerative disease that affects 
society, especially in individuals over 60 years of age, and its pathophysiology is characterized by 
the death of dopaminergic neurons, thus decreasing that of the neurotransmitter dopamine that is 
related to the areas motor and cognitive. One of the forms of treatment of PD is the inhibition of 
monoamine oxidase B (MAO-B) because it is one of the enzymes that degrade dopamine, in which 
recent studies have identified substances of natural origin with this activity. Through the in silico 
study, using web servers and software, it is possible to perform virtual screening and predict 
pharmacokinetic and toxicological characteristics, biological activity to find a drug candidate with the 
desired action. In the in vivo study, the animal model Danio rerio (zebrafish) has been used since 
the 1980s, due to a brain structure of the dopaminergic system having more than 80% compatibility 
with humans. Objective: Thus, the objective of the study was to design molecules, using in silico 
methodologies, with MAO-B inhibitory activity, based on natural products, perform the synthesis and 
them in vivo test. Methodology: A literature search was conducted to identify substances of natural 
origin with antiparkinsonian action proven in vitro and/or in vivo. Subsequently, in silico, derivation 
of the pharmacophore, molecular docking, prediction of pharmacokinetic and toxicological 
properties, modifications made to obtain the analogs, prediction of activity and synthetic viability. 
After obtaining the analogs, the synthesis was performed. Finally, for the in vivo study, an acute 
toxicity test was performed on an animal model of zebrafish. Results and discussion: In the 
literature search, four formations of natural origin were selected, Amburoside A, Harman, Harmalina, 
Harmalol and the drug Selegiline, which was used as a standard molecule for comparison without in 
silico study. In the derivation of the pharmacophore, an alignment between Selegiline and Harmalin 
is identified, identifying an aromatic region, a hydrogen accepting region and a hydrophobic region, 
in which it is assumed that the regions are essential for MAO-B inhibitory activity. For 
pharmacokinetic analyzes, dissipation results between ruins and moderates for both absorption and 
distribution obtaining only one Harman molecule with all satisfactory results, while for the prediction 
of secondary toxicological properties between low or no toxicity. In docking studies, all molecular 
substances interacted with more than three amino acids from the MAO-B active site and also 
interacted with some amino acids that Selegiline (standard molecule) interacted with, indicating that 
they have interaction with the enzyme and suggesting a likely inhibitory activity. After the analysis, 
Amburoside A was selected as the prototype for the modifications and then 3 analogs (PMC1, PMC2 
and PMC3) were used with the result between average and good synthetic viability and all three odd 
MAO inhibition activities. Subsequently, the prototypes were synthesized, and because PMC3 
showed possible action on both the MAO-B enzyme and COMT, it was provided for the acute toxicity 
in vivo test in the Zebrafish model. Final considerations and perspectives: All possible analogs 
designed for MAO-B inhibitory activity, in which the PMC3 analog specifically presents action also 
for COMT, in silico, suggesting a multi-target action, in addition to its characteristic of easy synthesis, 
and also for not manifesting toxicity in zebrafish, it can be indicated that this analog is a promising 
candidate for a multi-target drug for the treatment of Parkinson's disease. 
 
Keywords: Natural products, Parkinson's, Zebrafish. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Planejar in silico e avaliar a toxicidade aguda in vivo de moléculas de origem natural 

com atividade inibitória de monoamina oxidase B para o desenvolvimento de candidatos a 

fármacos para o tratamento da Doença de Parkinson.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a) Identificar as regiões farmacofóricas das substâncias naturais selecionados;  

b) Determinar o modo de interação entre as substâncias naturais selecionadas e a 

enzima monoamina oxidase B através do docking molecular; 

c) Predizer as propriedades farmacocinéticas e toxicológicas das substâncias naturais 

selecionadas;  

d) Propor análogos mais ativos da substância natural que apresentou resultados mais 

relevantes nas etapas anteriores; 

e) Predizer a atividade in silico os análogos propostos 

f) Avaliar a toxicidade aguda in vivo, em modelo animal Zebrafish, dos análogos 

propostos.  
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3 ARITGO 1 

Artigo a ser submetido para revista ChemMedChem. 

 

Planejamento in silico e avaliação de toxicidade aguda, in vivo, de 

análogos de chalconas com atividade biológica antiparkinsoniana 

Bianca. L. B. MarinoA; Jaderson V. FerreiraA; Brenda, L. Sánchez-OrtizB; Irlon M. FerreiraC; José C. T. 

CarvalhoA; Carlos H. T. P. Silva D; Lorane I. S. Hage-Melim,A.  

[A] Bianca Liffey Brito Marino, Ms. Jaderson Vieira Ferreira, Dr. Lorane I. da S. Hage-Melim, https://orcid.org/0000-0002-7851-7363 

Laboratory of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry (PharMedChem) 

Federal University of Amapá, Rod. JK, Km 02, Macapá (Brazil) 

E-mail:loranehage@gmail.com; lorane@unifap.br 
[B] Brenda Lorena Sánchez-Ortiz, José Carlos Tavares Carvalho 

Laboratory of Research Pharmaceutical 

Federal University of Amapá, Rod. JK, Km 02, Macapá (Brazil) 

E-mail: http://lattes.cnpq.br/2169389039676582 

[C] Irlon Maciel Ferreira  

Laboratory Biocatalysis and Biotransformation in Organic Chemistry 

Federal University of Amapá, Rod. JK, Km 02, Macapá (Brazil) 

E-mail: http://lattes.cnpq.br/9897023410899133 

[D] Carlos Henrique Tomich de Paula da Silva 

Laboratory Biocatalysis and Biotransformation in Organic Chemistry 

University of São Paulo, Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirão Preto, Av do Cafe s/n, Centro, Ribeirão-SP (Brasil) 

E-mail: http://lattes.cnpq.br/6752825379349219 

 

Resumo: A doença de Parkinson (DP) é causada pela falta de dopamina, ocasionando um desequilíbrio nas regiões cognitivas e motoras do 

cérebro. Portanto, a busca por novos inibidores é importante para aumentar as possibilidades terapêuticas. Assim, as plantas medicinais são 

mais estudadas por apresentarem muitas substâncias com atividades biológicas variadas. Com a Química Medicinal, por meio de estudos in 

silico, é possível planejar moléculas com atividade definida, depois confirmar essa atividade in vitro e em testes in vivo. Neste estudo, o modelo 

animal utilizado foi o Danio rerio (peixe-zebra), devido às semelhanças de seu sistema nervoso central com o humano. Assim, o estudo teve 

como objetivo planejar in silico e avaliar a toxicidade aguda in vivo de moléculas com predição da atividade da MAO-B para o desenvolvimento 

de fármacos candidatos ao tratamento da DP. De acordo com os resultados obtidos in silico, foi possível identificar o Amburosídeo A como um 

bioligante promissor a partir do qual foram obtidas os análogos PMC1, PMC2, PMC3, sendo o último testado em Peixe-zebra para teste de 

toxicidade aguda com resultado negativo, indicando que é um molécula promissora para tratar a doença de Parkinson. 

 

Palavras-chave: Parkinson, plantas medicinais, química medicinal, peixe-zebra. 

 

Introdução 

 

O diagnóstico das doenças neurodegenerativas está aumentando gradualmente na população mundial, devido ao crescente número 

de pessoas na faixa etária idosa. A doença neurodegenerativa mais diagnóesticada é a Doença de Alzheimer, e a segunda mais comum é a 

Doença de Parkinson (DP), em que acomete pessoas de 55 a 60 anos[1]. E no Brasil, houve um aumento na frequência de doenças 

mailto:loranehage@gmail.com
mailto:lorane@unifap.br
http://lattes.cnpq.br/2169389039676582
http://lattes.cnpq.br/9897023410899133
http://lattes.cnpq.br/6752825379349219
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neurodegenerativas diagnosticadas em indivíduos com idade acima dos 60 anos, incluindo a Doença de Parkinson. A DP é uma doença 

neurodegenerativa causada pela morte de neurônios doparminérgicos os quais são responsáveis pela síntese do neurotransmissor dopamina 

(DA), afetando as regiões cognitivas e motoras do cérebro[2]. A causa da degradação dos neurônios ainda não foi descoberta, porém surgiram 

algumas hipóteses para explicar a fisiopatologia da DP, sendo uma dessas hipóteses o estresse oxidativo provocado pela monoamina oxidase 

B (MAO-B) ao degradar a dopamina liberando radicais livres, além de diminuir a quantidade do neurotransmissor na fenda sináptica [3, 4]
. 

Tendo em vista a relação da MAO-B com a fisiopatologia da DP, o foco de muitos estudos está sendo os inibidores dessa enzima 

com o objetivo de diminuir sua atividade e aumentar a DA na fenda sináptica, além de reduzir a produção de radicais livres. Porém, essa classe 

de medicamentos não é muito utilizada no tratamento devido aos seus efeitos colaterais, e isto causa a falta de adesão dos pacientes ao 

tratamento [5, 6]. Dessa forma, há um crescente número de estudos com plantas medicinais, considerando sua variedade de substâncias naturais, 

em que podem auxiliar no desenvolvimento de fármacos com melhores atividades, e, também, há uma maior adesão ao tratamento pela 

população brasileira quando o medicamento é de origem natural. Entre as plantas medicinais que são encontradas na flora brasileira, tem-se a 

Passiflora incarnata e Amburana cearensis com potencial efeito antioxidante e neuroprotetor, das quais podem ser utilizadas as substâncias 

naturais para planejar fármacos antiparkinsonianos [7, 8]. 

Desde o século XVIII, a descoberta de novos fármacos era realizada de forma aleatória baseada em conhecimentos tradicionais, 

observações empíricas da utilização de produtos naturais para o tratamento de doenças. Apesar de não analisarem de forma correta, foi possível 

identificar muitas moléculas com atividade farmacológica importante. No decorrer do tempo, as análises foram bastante aprimoradas, utilizando 

o processo de triagem de várias moléculas em ensaios in vitro e/ou in vivo, surgindo uma nova área na descoberta de fármacos chamada 

Química Medicinal, que integra os ensaios in vitro e in vivo com os estudos in sílico com o advento dos computadores, que utiliza ferramentas 

computacionais para simular vários testes, como propriedades farmacocinéticas e toxicológicas, predição de atividade e viabilidade sintética, 

entre outros [9].   

A escolha do modelo animal no ensaio in vivo depende do objetivo do estudo e a patologia a ser estudada. No caso da DP, desde a 

década de 80, começou a utilizar o peixe Danio rario, popularmente conhecido como Zebrafish, pois esse peixe possui muitas características 

importantes para a realização de vários estudos, como por exemplo: crescimento rápido facilitando estudos de toxicidade reprodutiva, e menor 

custo financeiro tanto para compra quanto para a manutenção do ambiente[10]. Além disso, os peixes Zebrafish apresentam características 

anatômicas e funcionais semelhantes às dos mamíferos, como o cérebro onde tem-se os neurônios dopaminérgicos, células de Purkinje do 

cerebelo e os neurônios motores. Alguns estudos sugeriram que a neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) é metabolizada 

em embriões e larvas de Zebrafish por uma monoamina oxidase semelhante à MAO-B de mamífero [11].  

De acordo com os dados obtidos na literatura científica, este estudo teve como objetivo realizar o planejamento de candidatos a 

fármaco inibidores da MAO-B a partir do protótipo de origem natural, através da Química Medicinal, utilizando planejamento in silico, síntese 

dos análogos e avaliação da toxicidade in vivo.  

 

Resultados e discussão  

 

Pesquisa bibliográfica das substâncias naturais 

 

Na Figura 1, observam-se o medicamento, utilizado como padrão, e as substâncias naturais descritas na literatura e utilizadas 

nesse estudo, respectivamente: Selegilina (1), Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4), Harmalol (5), que foram desenhadas no 

programa ChemSketch 12.0 [3, 4, 7, 20, 21, 22]. 
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Figura 1 - Estrutura química da Selegilina (1), e das substâncias naturais Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4), Harmalol (5). 

 

 

A Selegilina foi o primeiro inibidor da MAO-B a ser descoberto. A molécula foi sintetizada por Zoltán Ecseri na Chinoin 

Pharmaceuticals (Budapeste, Hungria) em 1962, e seu efeito inibitório seletivo da selegilina em uma das isoformas da MAO foi 

identificado por Knoll e Magyar (1972). Desde então, esse fármaco é utilizado para o tratamento da DP, pois é um inibidor irreversível 

que em altas doses apresenta atividade antidepressiva, possui, também, ação neuroprotetora frente à MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetraidropiridina) e seus efeitos simpatomiméticos estão relacionados a metabólitos de metanfetamina. Porém, devido aos seus efeitos 

adversos como insônia, vertigens, cefaléias, bradicinesia entre outros, os pacientes abandonam o tratamento [4, 23, 6]. 

Das várias plantas relatadas na literatura, encontraram-se duas plantas pertencentes a flora brasileira Amburana cearenses 

que é nativa do norderte brasileiro e Passiflora incarnata nativa da Amazônia, com o intuito de valorizar as plantas da flora nacional, no 

qual foram relatados estudos experimentais com atividade neuroprotetora em modelos de DP induzida [8, 20, 24]. 

A. cearensis (sin. Torresea cearensis) é uma planta pertencente à família Leguminosea, popularmente conhecida por diversas 

designações, como imburana de cheiro, cerejeira e cumaru[24]. Em estudo de revisão de plantas brasileira com atividade inflamatória, 

foram relatadas as substâncias naturais isokaempferida (12,5, 25 e 50 mg/kg) e amburosideo A (25 e 50 mg /kg), isoladas das conchas 

de A. cearensis, com atividade anti-inflamatória considerável, pois inibiram a migração de neutrófilos e leucócitos e a produção de 

TNF-a e prostaglandinas E2[25]. Em outro estudo, os glicosídeos fenólicos encontrados na A. cearensis, Amburosideo A e B tiveram sua 

atividade biológica avaliada em culturas de células expostas à neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), um derivado hidroxilado da 

dopamina que possivelmente é formado endogenamente em pacientes com a DP, porém, somente o amburosideo A apresentou 

neuroproteção [7, 20]. 

P. incarnata conhecida popularmente como maracujá, palavra de origem indígena (tupi), é uma planta herbácea, trepadeira, 

oriunda do norte da América do Sul. Os principais constituintes das folhas de P. incarnata são flavonoides (0,25%), tais como vitexina, 

isovitexina, orientina, isoorientina, apigenina e kampferol. Alcaloides com base em viz sistema anel ß-carbolina, harman, harmina, 

harmalina e harmalol são referidos como sendo compostos antiparkinsonianos eficazes[22]. Também foram avaliados os flavonoides 

com potencial atividade antioxidante como antiparkinsoniano e para o melhoramento da memória no tratamento da Doença de 

Alzheimer em que os resultados apresentaram diminuição significativa de radicais livres [8]. Outros estudos com a P. incarnata, com o 

extrato aquoso das folhas secas, avaliaram-se os efeitos do extrato em camundongos albinos que foram induzidos experimentalmente 

por neurolépticos para desenvolverem a catalepsia de DP, pois este é um modelo animal usado para o rastreio de fármacos e obtiveram 

resultados positivos quanto a atividade[26]. 
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Derivação do padrão farmacofórico  

  

Farmacóforo é o conjunto de características eletrônicas e estéricas que identifica um ou mais grupos funcionais ou 

subunidades estruturais, necessários ao melhor reconhecimento molecular pelo receptor e, portanto, para o efeito farmacológico 

desejado, estes são classificados por score[27]. A Selegilina e as 4 substâncias de origem natural foram submetidos ao webservidor 

PharmaGist obtendo-se o farmacóforo. A Figura 2 apresenta o resultado do farmacóforo tendo a Selegilina como molécula pivô, porém 

no agrupamento teve somente o produto natural Harmalina com o score 4,825 apresentando as características espaciais: um grupo 

aceitador de ligação de hidrogênio (esfera amarela), um grupo hidrofóbico (esfera verde) e uma região aromática (esfera roxa), 

indicando que provavelmente a Harmalina possui as mesmas regiões essenciais que a Selegilina.  

Hagenow e colaboradores (2020) identificaram, para o inibidor da MAO-B, o padrão farmacofórico com uma região 

hidrofóbica, duas regiões aceitadoras e uma região aromática[28]. Enquanto que Mathew e colaboradores (2017), encontram um modelo 

com um aceitador de hidrogênio, um hidrofóbico e duas regiões aromáticas. No presente estudo, a região aromática, aceitadora de 

hidrogênio e hidrofóbica assemelharam-se aos estudos anteriores[29]. 

 

Figura 2 - Derivação do grupamento farmacofórico da Selegilina e as 4 substâncias naturais. 

 

 

 

Estudo de docking molecular 

 

Para o estudo da simulação do docking considerou-se, como ligante, o medicamento padrão Selegilina (1) e as substâncias 

naturais Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4), Harmalol (5) e, como enzima, a MAO-B. Para isso, primeiramente, foi feita a 

seleção a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) da estrutura cristalográfica da MAO-B depositada na forma de complexo 

sob o código 4A79, com a resolução de 1,89 Å. O programa utilizado foi o GOLD 5.4 que utiliza o algoritmo genético para fins de 

experimentos de docking flexível de ligantes dentro de sítios de ligação de proteínas[15]. E este foi utilizado para identificar o sítio de 

ligação da MAO- B para que seja feita a simulação da interação entre os ligantes e a enzima. 

A validação do programa para simulação do docking consiste na replicação do resultado experimental das posições dos 

átomos do ligante em relação ao sítio ativo da enzima, adquirido do complexo cristalográfico, e através do programa GOLD 5.4 foram 

realizados vários testes de acoplamentos na tentativa de obter as mesmas posições dos átomos do resultado experimental. O método 

mais utilizado para analisar se o programa conseguiu reproduzir o resultado experimental é o cálculo do Desvio Quadrático Médio 

(RMSD) na qual estudos anteriores mostraram que resultados menores de 2 Å possuem alta taxa de sucesso para a replicação do 

resultado experimental[30]. Por meio do programa Discovery Studio Vizualizer[21] foi possível visualizar o valor de RMSD de 1,381 Å 

comparado com a posição do ligante oriundo do resultado experimental do complexo 4A79, mostrado na Figura 3.  
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Figura 3 - Resultado da simulação de docking com o menor RMSD para a validação do complexo 4A79 (molécula cinza = complexo, 

molécula verde = rmelhor conformação do docking).  

 

 

 

As interações hidrofóbicas ocorrem entre regiões apolares como anéis aromáticos e metilas. As ligações de hidrogênio 

convencionais são caracterizadas quando uma região aceitadora de próton interage com uma região doadora de próton devido à 

diferença de eletronegatividade. Este tipo de acoplamento ocorre entre átomos eletronegativos tais como oxigênio e nitrogênio[31]. As 

ligações de hidrogênio com a distância abaixo ou igual a 3 Å são relevantes para afirmar que há interação, enquanto as ligações 

hidrofóbicas possuem distância abaixo ou igual a 5 Å para que haja interação entre os aminoácidos e a produto natural ligante[32].  

A Figura 4 mostra as possíveis interações entre os resíduos de aminoácidos do sítio ativo que foram selecionados conforme 

descrito na literatura: TYR398, TYR435, PHE343, LEU171, TYR326, ILE316, PRO104, PRO104, ILE199, LEU171, CYS172, TRP119[33] e 

o medicamento padrão, Selegilina, juntamente com as substâncias naturais estudadas. As análises demonstraram que as possíveis 

ligações foram na maioria interações hidrofóbicas, e tiveram dois aminoácidos em comum LEU171 e CYS172, e todas as moléculas 

estudadas tiveram interação com mais de 3 aminoácidos entre os 12 do sítio ativo. 

 

Figura 4 – Representação da simulação de docking molecular dos resíduos de aminoácidos do sítio ativo da MAO-B e as substâncias 

naturais estudadas: Selegilina (1), Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4) e Harmalol (5). 

RMSD: 1,381 Å 
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Na Tabela 1 são mostrados os resultados da simulação de docking com as possíveis interações para a molécula padrão 

Selegilina (1), e as substâncias de origem natural Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4) e Harmalol (5). 

A simulação de docking entre a Selegilina e os resíduos de aminoácidos da MAO-B apresentou 8 interações em 6 resíduos 

de aminoácidos diferentes do sítio ativo: CYS172, TYR326, PRO104, ILE316, ILE199 e LEU171. Todas as interações foram hidrofóbicas, 

com exceção da interação com o resíduo de aminoácido CYS172 no qual obteve-se uma interação de van der Waals entre o átomo de 

enxofre do aminoácido CYS172 e a ressonância do anel aromático da molécula com distância de 4,73 Å. Com o resíduo de aminoácido 

TYR326, observaram-se duas interações hidrofóbicas, uma entre a ressonância do anel aromático do aminoácido e o carbono do 

radical metila da molécula, e a outra entre os anéis aromáticos tanto do aminoácido quanto da molécula, com distâncias 5,28Å e 5,46Å, 

respectivamente. Com o resíduo de aminoácido PRO104 obteve-se uma interação hidrofóbica entre um grupo alquil do aminoácido e 

o átomo de hidrogênio da molécula com distância de 3,99 Å. Com o resíduo de aminoácido ILE316, observaram-se duas interações 

hidrofóbicas, entre um grupo alquil do aminoácido e o carbono do radical metila, e outra interação entre o grupo alquil do resíduo de 

aminoácido e o carbono terciário da Selegilina, com distâncias de 4,84 Å e 4,64 Å, respectivamente. Com o resíduo de aminoácido 

ILE199, obteve-se uma interação hidrofóbica entre um grupo alquil do aminoácido e o carbono do radical metila da molécula com 
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distância de 4,22 Å. Com o resíduo de aminoácido LEU171, obteve-se uma ligação hidrofóbica entre um grupo alquil do aminoácido e 

o anel aromático da molécula com distância de 4,24 Å, com o score 64.54. 

A simulação entre a Amburosideo A e os resíduos de aminoácidos da MAO-B apresentou 7 ligações em 5 aminoácidos 

diferentes: LEU171, CYS172, TYR398, TYR435 e ILE199. A maioria das interações é do tipo hidrofóbica (4), e também ocorreram três 

interações de hidrogênio entre os átomos de hidrogênio (H) e oxigênio (O). Com o resíduo de aminoácido LEU171, obteve-se uma 

interação do tipo hidrofóbica entre o grupo alquil do resíduo de aminoácido e o anel aromático da substância natural com distância de 

3,97 Å. O resíduo de aminoácido CYS172 apresentou duas interações, uma do tipo interação de hidrogênio entre o H do aminoácido 

e O da substância natural com distância de 2,65 Å, e a outra do tipo hidrofóbica entre um grupo alquil do resíduo de aminoácido e o 

anel aromático da substância natural, com distância de 5,06 Å. Com o resíduo de aminoácido TYR398, obteve-se uma interação de 

hidrogênio entre os átomos de O do resíduo de aminoácido e o H do Amburosídeo A com distância de 2,11 Å. O resíduo de aminoácido 

TYR435 apresentou uma interação de hidrogênio entre o O da hidroxila do aminoácido e o H do Amburosídeo A com distância de 2,51 

Å. O resíduo de aminoácido ILE199 apresentou duas interações hidrofóbicas, entre grupos alquil do resíduo de aminoácido e o anel 

aromático do Amburosídeo A, com distâncias de 3,83 Å e 4,89 Å, com o score de 105.20. 

Na simulação entre a Harmam e os resíduos de aminoácidos da MAO-B, foram observadas 7 interações em 4 aminoácidos 

diferentes: TYR435, TYR398, LEU171 e CYS172. A maioria das interações é do tipo hidrofóbicas e apenas uma do tipo interação de 

hidrogênio. Com o resíduo de aminoácido TYR435, observaram-se duas interações, uma do tipo interação de hidrogênio entre o O do 

resíduo de aminoácido e o H do Harmam, e outra do tipo hidrofóbica entre o anel aromático do resíduo de aminoácido e o grupo alquil, 

com distâncias de 2,09 Å e 3,84 Å, respectivamente. Com o resíduo de aminoácido TYR398, observaram-se três interações do tipo 

hidrofóbica, uma entre os anéis aromáticos do resíduo de aminoácido e da Harmam, outra entre o anel aromático do resíduo de 

aminoácido e o anel pirrolidínicoda Harmam, e uma entre o anel aromático do resíduo de aminoácido e o grupo alquil do Harmam com 

distâncias 4,51 Å, 5,36 Å, 4,06 Å, respectivamente. O resíduo de aminoácido LEU171 apresentou uma interação do tipo hidrofóbica 

entre o grupo alquil do resíduo de aminoácido e o anel aromático do Harmam com distância de 4,52Å. O aminoácido CYS172 

apresentou uma interação hidrofóbica entre o grupo alquil do resíduo de aminoácido e o anel aromático do Harmam com distância 

4,83Å, com score de 64.01. 

Na simulação entre a Harmalina e os resíduos de aminoácidos da MAO-B, observaram-se 8 interações em 5 aminoácidos 

diferentes: ILE199, CYS172, TYR326, ILE316 e LEU171. A maioria das ligações foi do tipo hidrofóbica, sendo somente uma do tipo 

interação de hidrogênio. Com o resíduo de aminoácido ILE199, obteve-se uma interação de hidrogênio entre os átomos O do resíduo 

de aminoácido e H da Harmalina, e três interações do tipo hidrofóbica sendo uma entre o grupo alquil do resíduo de aminoácido, e os 

três anéis aromáticos do produto natural, com distâncias de 3,08 Å, 4,79 Å, 4,86 Å e 4,22 Å, respectivamente. Com o resíduo de 

aminoácido CYS172, obteve-se uma interação entre o átomo de enxofre (S) do aminoácido e o anel aromático da Harmalina com 

distância de 4,76Å. Com o resíduo de aminoácido TYR326, obteve-se uma interação do tipo hidrofóbica entre os anéis aromáticos do 

resíduo de aminoácido e o grupo alquil da Harmalina com distância de 3,36Å. O a resíduo de minoácido ILE316 apresentou uma 

interação hidrofóbica entre grupos alquil do resíduo de aminoácido e a piridina da Harmalina com distância 4,87 Å. O resíduo de 

aminoácido LEU171 apresentou duas interações do tipo hidrofóbicas, uma entre o grupo alquil do aminoácido e o anel aromático da 

Harmalina com distância de 4,21 Å, com score 57.32. 

Na simulação entre o Harmalol e os resíduos de aminoácidos da MAO-B, 7 interações em 5 aminoácidos diferentes foram 

observadas. Todas as interações são do tipo hidrofóbicas. Com o aminoácido CYS172, obteve-se uma interação entre o enxofre (S) 

do resíduo de aminoácido e o anel aromático do Harmalol com distância de 4,88 Å. Com o resíduo de aminoácido TYR326 observaram-

se duas interações, uma entre os anéis aromáticos do resíduo de aminoácido, com o grupo alquil do Harmalol, com distâncias de 5,34 

Å e 4,92 Å, respectivamente. Com o resíduo de aminoácido LEU171, obteve-se uma interação entre o grupo alquil do resíduo de 

aminoácido e o anel aromático do Harmalol com distância de 4,19 Å. O resíduo de aminoácido ILE199 apresentou uma interação entre 

os grupos alquil do aminoácido e o grupo piridina do Harmalol com distância de 4,20 Å. O resíduo de aminoácido ILE316 apresentou 

duas interações entre os grupos alquil do resíduo de aminoácido e anel aromático do Harmalol com distâncias de 5,28 Å e 4,72 Å, com 

score de 57.50. 

Contudo, a molécula padrão Selegilina é um medicamento inibidor irreversível da MAO-B utilizado no tratamento da DP, essa 

característica de irreversibilidade está associada aos efeitos adversos dos inibidores devido inativar, totalmente ou parcialmente, a 
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enzima por longo período de tempo, em alguns casos ocasionando a destruição de alguns grupos funcionais do sítio ativo, no qual está 

relacionado com as ligações do tipo covalente, e nesse caso supõe-se que a ligação covalente está entre o átomo de enxofre do 

resíduo CYS172 e a molécula, além de ser a única que apresentou interação fraca com o resíduo de aminoácido PRO104 porém 

importante para conformação e estabilização da interação, com isso supõe-se que essas duas interações podem ser a causa dos 

efeitos colaterais desse medicamento. Para os resultados do docking, a Selegilina apresentou 8 interações em seis aminoácidos 

diferentes sendo CYS172, TYR326, PRO104, ILE316, ILE199, LEU171, e o resultado mais próximo da molécula padrão foi do produto 

natural Harmalina por apresentar 8 interações com os mesmos aminoácidos os quais a Selegilina também interagiu, com exceção do 

PRO104. Portanto, pode-se deduzir que a Harmalina possui maior probabilidade dentre as quatros substâncias de origem natural de 

apresentar atividade inibitória da enzima MAO-B, da mesma forma que a Selegilina, indicando inibição irreversível. No entanto, a 

substância natural Amburosídeo A apresentou 7 possíveis interações em que 3 foram com aminoácidos iguais a qual Selegilina 

interagiu, e 2 aminoácidos diferentes pertencentes ao sítio ativo, e o seu score foi mais alto (105,20) em relação as outras moléculas, 

indicando que provavelmente a ação inibitória da Amburosídeo A é diferente da Selegilina, podendo ser reversível, característica essa 

almejada no planejamento de fármacos com ação inibitória da MAO-B. 

O estudo de Dhiman, Malik e Khatkar[34].apresentou o docking da piperina, alcalóide da Piper nigrum, em que demonstrou 

possíveis ligações com TYR326, TYR398, PHE168, TRP119, PHE103, ILE199, CYS172, PHE343 E TYR188. Ressaltando que as 

substâncias naturais do presente estudo também apresentaram interações com esses resíduos de aminoácidos, sendo em destaque 

a Amburosídeo A em que dos cinco resíduos de aminoácidos que interagiu, três estão presentes no estudo de Dhiman, Malik e Khatkar. 

Hagenow e colaboradores[28].realizaram o docking de dois compostos para a MAO-A e MAO-B. Com isso, foi obervado que 

os compostos tiveram interação com os resíduos de aminoácidos LEU164, PHE168, PRO102, GLN206 e CYS172, sendo que este 

último também interage com os produtos naturais estudados. 

 

Tabela 1 - Simulação de docking entre as moléculas estudadas e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da enzima MAO-B. 

Moléculas 
Aminoácidos 

do Sítio Ativo 

Átomos 

envolvidos 
Tipos de interação Distância (Å) Score 

Selegilina 

PRO 104 Alkyl - H Hidrofóbica 3,99 

64,54 

LEU171 1343 C - Ph Hidrofóbica 4,24 

CYS172 S - Ph Van der Waals 4,73 

ILE199 Alkyl - C Hidrofóbica 4,22 

ILE 316 
Alkyl - C Hidrofóbica 4,64 

Alkyl - C Hidrofóbica 4,84 

TYR 326 

 

Ph - C Hidrofóbica 5,28 

Ph - Ph Hidrofóbica 5,46 

   

Amburosideo A 

LEU 171 1343 C - Ph Hidrofóbica 3,97 

105,20 

CYS 172 

 

H - O 
Interação de 

hidrogênio 
2,65 

S - Ph Hidrofóbica 5,06 

ILE 199 
Alkyl - Ph Hidrofóbica 3,83 

Alkyl - Ph Hidrofóbica 4,89 

TYR 398 O - H 
Interação de 

hidrogênio 
2,11 

TYR 435 OH - H 
Interação de 

hidrogênio 
2,51 

      

Harman 
LEU 171 C1343 – Ph Hidrofóbica 4,52 

64,01 
CYS 172 S – Ph Hidrofóbica 4,83 
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TYR 398 

Ph – Ph Hidrofóbica 4,51 

Ph – Pirrol Hidrofóbica 5,36 

Ph – C14 Hidrofóbica 4,06 

TYR 435 

Ph – C14 Hidrofóbica 3,84 

O – H 
Interação de 

hidrogênio 
2,09 

Harmalina 

LEU 171 C1343 – Ph Hidrofóbica 4,21 

57,32 

CYS 172 S - Ph Hidrofóbica 4,76 

ILE 199 

O - H 
Interação de 

hidrogênio 
3,08 

Alkyl – C11 Hidrofóbica 4,79 

Alkyl - Ph Hidrofóbica 4,86 

Alkyl - Ph Hidrofóbica 4,22 

ILE 316 Alkyl – C11 Hidrofóbica 4,87 

TYR 326 Ph - Ph Hidrofóbica 3,36 

   

Harmalol 

LEU 171 C1343 – Ph Hidrofóbica 4,19 

57,50 

CYS 172 S – Ph Hidrofóbica 4,88 

ILE 199 Alkyl – C11 Hidrofóbica 4,20 

ILE 316 
Alkyl – C11 Hidrofóbica 5,28 

Alkyl – C15 Hidrofóbica 4,72 

TYR 326 
Ph – Ph Hidrofóbica 5,34 

Ph – C15 Hidrofóbica 4,92 

 

Predição das propriedades farmacocinéticas (ADME) e toxicológicas  

 

Predição de propriedades farmacocinéticas 

 

Os modelos in silico de propriedades ADME, em comparação com os ensaios experimentais tradicionais, possuem uma 

aplicabilidade maior para atender a enorme demanda gerada na triagem em larga escala de novas moléculas. Além disso, os ensaios 

in vitro e in vivo apresentam desvantagens que limitam o seu uso em larga escala: são complexos e dispendiosos em termos de 

materiais, infraestrutura e pessoal qualificado. Por tanto, o estudo in sílico é utilizado com ferramenta complementar na pesquisa, sendo 

mais utilizado na etapa de triagem [35, 36]. 

Por essas razões, há grande interesse da indústria na geração de modelos de ADME in silico que possam rapidamente auxiliar 

na seleção de moléculas promissoras e guiar a eliminação de compostos com perfil farmacocinético inapropriado. Por outro lado, a 

integração de modelos de ADME (in silico, in vitro e in vivo) parece ser um caminho essencial a ser seguido em todos os estágios do 

processo de descoberta de fármacos. Os resultados da predição ADME desse estudo são apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Propriedades farmacocinéticas da Selegilina (1) e das substâncias naturais: Amburosídeo A (2), Harman (3), Harmalina (4) 

e Harmalol (5). 

 Absorção Distribuição 

Moléculas 
AOH 

(%) 

Doador 

de H 

Aceitador 

de H 
LogP 

pCaco-2 

(nm/sec) 

pMDCK 

(nm/sec) 

LogBB 

(Ccerebral/Csangue) 

1 100 
1 1 6,41 

9091,5 
5376,77 

0.291 
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2 
28,757 6 10 -2,51 10,649 3,648 -3,76 

3 100 
1 1 -0,96 4456,5 2487,91 -0,725 

4 100 
2 1 -2,08 3375,0 1842,24 -3,3 

5 78,236 3 1 -0,45 336,8 168,814 -0,051 

 

Para estimar a Absorção Oral Humana (HOA), o software QikProp prediz através do número de violações da Regra dos Cinco 

de Lipinski (RO5) e da porcentagem de HOA. A análise da RO5 é feita pelo número de violações dessa regra, sendo permitido apenas 

uma violação para os seguintes parâmetros para ser considerada uma molécula com boa biodisponibilidade pela vio oral: menor que 

5 doadores de hidrogênio, menor que 10 aceitadores de hidrogênio, peso molecular menor que 500 daltons e LogP menor que 5 [37]. 

Todas as moléculas em estudo, incluindo a pivô, mostraram zero violações em relação ao RO5, com excessão da Amburosídeo A que 

apresentou, apenas uma violação, 6 grupos doadores de ligação de hidrogênio, porém, continua tem um resultado satisfatório para a 

absorção oral. Enquanto que para o resultado de porcentagem, em que se considera > 80% alta absorção, 25–80% médio e <25% 

baixa absorção, as substâncias naturais apresentaram entre média e alta absorção. Portanto, tanto a Selegilina (molécula padrão) 

quanto as substãncias de origem natural apresentam resultados satisfatórios das propriedades físico-químicas para serem 

considerados bons fármacos para administração por via oral. 

As células Caco-2 são úteis para aferir parâmetros de permeabilidade celular in vitro, um importante teste para avaliar a 

absorção intestinal de drogas. Além disso, a permeabilidade celular in vitro é frequentemente determinada também com células de rim 

canino Madin-Darby (MDCK), que têm um tempo de crescimento mais curto do que as células Caco-2. Os valores acima de 500 nm/sec 

para ambas as propriedades são considerados ideais. Para o parâmetro de permeabilidade em células Caco-2, as moléculas estudadas 

apresentaram resultados acima de 500 nm/sec, com excessão de Amburosídeo A e Harmalol que apresentaram valores abaixo de 500 

nm/sec, enquanto que as moléculas que apresentaram resultados acima de 500 nm/sec foram Harmam (3) e Harmalina (4), indicando 

que provavelmente a maioria serão bem absorvidas no organismo. Para as células MDCK, a maioria das moléculas estudadas também 

apresentaram resultados satisfatórios com maior evidência para Harmam (3), Harmalina (4) e Harmalol (5) (Tabela 2).  

A barreira hematoencefálica (BHE) é uma estrutura complexa que consiste em elementos celulares e uma matriz extracelular. 

Ela desempenha um papel fundamental na determinação dos tipos de moléculas que podem atuar seletivamente no SNC, portanto, 

esse é um dos parâmetros mais importantes para esse estudo, tendo em vista que as moléculas estudas e os análogos propostos 

devem ter ação no SNC, ou seja, apresentar boa permeabilidade na barreira hematoencefálica. O intervalo que indica possibilidade de 

ultrapassar essa barreira é de -3,0 e 1,2. E para esse parâmetro, as moléculas estudadas apresentaram boa permeabilidade, 

ressaltando que as substâncias naturais Harmam (3) e Harmalol (5) apresentaram melhores resultados de LogBB; Tabela 2). 

Dhiman, Malik e Khatkar[34 realizaram a predição ADMET no programa QiqProp dos compostos derivados do alcaloide piperina 

que possuem potencial atividade inibitória para MAO. Nesse estudo, as substâncias naturais apresentaram entre médio e bom resultado 

para os parâmetros analisados, e nenhuma apresentou mais de uma violação da RO5 de Lipinski, com o resultado de doador de 

hidrogênio entre 0 e 1, aceitador de hidroênio 3 e 7, LogP entre 2,15 e 5,445, MDCK entre 234,985 e 4525,13, Caco-2 entre 708,548 

e 4427,72, e por fim o LogBB entre 0,118 e 1,874, ao comparar esses resultados com os desse estudo pode-se perceber que ambos 

violaram ao menos uma regra de Lipinski e resultado semelhantes para absorção e distribuição ]. Jiang e colaboradores[38]. produziram 

um estudo farmacocinético da Harmam e Harmalina in vitro e in vivo utilizando o modelo animal rato, com administração intravenosa, 

as substâncias naturais foram detectadas no estriado 300 minutos após administração, indicado que possuem boa permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, confirmando o resultado in silico obtido no presente estudo.  

De acordo com os dois estudos citados anteriormente, as substâncias naturais com atividade inibitória para MAO-B possuem 

resultados satisfatórios para serem considerados bons nas propriedades de absorção e distribuição, para continuação da pesquisa. 

Apesar da substância natural Amburosídeo A ter apresentado resultados não tão satisfatórios, a mesma pode ser modificada baseado-

se no farmacóforo e docking molecular, destacando o resultado obtido para esse último parâmetro, para melhorar suas características 

farmacocinéticas, pois seus resultados in vitro foram bastante satisfatórios nos estudo de Ribeiro et al. (2018) e Almeida (2010), 

indicando que tem potencial atividade[7, 25]. 
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Predição das propriedades toxicológicas 

 

No planejamento e desenvolvimento de novos fármacos é muito importante o estudo das propriedades toxicológicas, pois a 

relação entre os danos e a eficácia é o fator da escolha de um medicamento para um determinado tratamento[17]. 

O estudo das propriedades mutagênicas e carcinogênicas de moléculas é realizado em animais para obter resultados que 

provavelmente teriam em humanos. Porém, o custo da pesquisa das propriedades toxicológicas é bastante alto quando o estudo 

envolve várias moléculas, com isso surgem novas ferramentas e metodologias para a predição dessas propriedades[39].  

Como exemplo, o software DEREK, que contém um subconjunto de cerca de 50 regras que descrevem subestruturas 

toxicofóricas responsáveis, por exemplo, pela sensibilização da pele[40]  e faz esta predição considerando a presença de Halogenetos 

de alquila, aldeídos, compostos α, β insaturados, aminas aromáticas, Fenóis, Hidroquinonas, Isotiazolinonas, Alquil sulfonados e grupos 

nitro aromáticos nas moléculas teste[41]. Constantemente estão sendo feitas melhorias para alertas e incluídas predições, como, alertas 

para 1,2-dicetonas e isotiazolinonas melhorando a definição do grupamento toxicofórico[42].  

Na predição das propriedades toxicológicas, somente o Amburosídeo A (2) presentou uma ação tóxica de alterar o 

cromossomo responsável pelo raciocínio humano indicando o grupo catecol como o grupamento toxicofórico, esse grupo não 

apresentou interação no docking molecular e também não faz parte do farmacóforo, por tanto, pode ser modificado para não apresentar 

mais toxicidade. E nenhuma substância natural apresentou alertas acerca da Genotoxicidade, Mutagenicidade e Carcinogenicidade, 

irritação, efeitos reprodutivos e neurotoxicidade (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Propriedades toxicológicas da Selegilina (1) e das substâncias naturais: Amburosídeo A (2), Harmalina (3), Harmam (4), 

Harmalol (5). 

Moléculas 
Carcinogenicidade 

humana Alert 1 name 

Mutagenicidade no 

raciocínio de bactérias 

in vitro 

Mutagenicidade in vitro 

Raciocínio de 

Salmonella 

typhimurium 

Cromossomo danifica 

o raciocínio humano in 

vitro 

1 
Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta 

2 Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta Catechol 

3 Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta 

4 Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta 

5 Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta Ausência de alerta 

 

Matew e colaboradores (2017) realizaram estudos in vitro de toxicidade com chalconas que tinham pontecial atividade 

inibitória da MAO. Os resultados mostraram que a maioria das chalconas não apresentaram toxicidade para as células hepáticas a 1 

μM. Ao aumentar a concentração para 5 μM, alguns compostos exibiram toxicidade moderada[29].  

Is e colaboradores (2018) apresentaram um estudo com inibidores da MAO em que foram avaliadas as propriedades 

toxicológicas in silico, em que as duas moléculas as quais foram submetidas a 26 modelos QSAR de toxicidade diferentes, tais como 

mutagenicidade, carcinogenicidade, citotoxicidade, anemia, genototoxicidade, hepatotoxicidade, necrose hepática e neurotoxicidade, 

apresentaram resultados de baixa probabilidade e/ou negativos para os modelos QSAR, indicando que eles provavelmente não são 

tóxicos[43]. 

Com os resultados de toxicidade in silico das substâncias naturais, pode-se deduzir que a probabilidade dessas substâncias 

serem tóxicas são mínimas, principalmente por terem estudos in silico de inibidores da MAO-B em que a maioria das moléculas 

apresentaram nenhuma ou moderada toxicidade, confirmando o estudo realizado nessa pesquisa. 

 

Modificações estruturais, predição de atividade e viabilidade sintética  
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Modificações estruturais 

 

Primeiramente, foi selecionado o bioligante Amburosídeo A por ter apresentado resultados experimentais para atividade 

inibitória in vitro de MAO-B descrita na literatura e no presente estudo in silico de docking molecular apresentou quantidades de 

interações semelhantes a Selegilina (molécula padrão) em alguns aminoácidos diferentes, indicando que provavelmente possui ação 

inibitória diferentemente da Selegilina, podendo ser inibição reversível tendo em vista que não apresentou ligação covalente. Com isso, 

as modificações tiveram o objetivo de melhorar as propriedades farmacocinéticas, toxicológicas e especificar a atividade biológica. No 

geral, foi retirada a glicose e modificado os radicais do anél aromático do grupo catecol, no qual foi identificado como provável região 

toxicológica, e retirado o oxigênio do grupo ester para aumentar a lipossolubilidade para melhorar a passagem na barreira 

hematoencefálica. 

 

Figura 5 – Substância natural Amburosídeo A (1) e os três análogos intitulados PMC1 (2), PMC2 (3), PMC (4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os análogos obtidos após as modificações são da família das chalconas, no qual possuem cadeia aberta que contêm um anel 

fenil anexado ao grupo carbonil e o outro anel benzeno ligados por um fragmento enona de três carbonos, ou seja, são cetonas α,β-

insaturadas, em que um anel aromático está diretamente ligado à carbonila e o outro ao carbono β da função olefínica, essa família é 

bastante utilizada devido a suas várias atividades biológicas como câncer, inflamação e diabetes, com isso, muitos fármacos à base de 

chalconas foram aprovados para uso clínico[44]. 

No estudo de Tran e colaboradores[46]., foram sintetizados análogos de chalconas para atividade antibacteriana de 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Uma dessas chalconas sintetizadas possui a mesma estrutura da PMC1, e apresentou 

baixa atividade antibacteriana[45]. Outro estudo realizado com síntese de chalconas como potencial agentes antidiabéticos, também 

utilizaram a estrutura da PMC1, porém não obteve resultado para atividade antidiabética. 

Salama e colaboradores[47] realizaram um estudo de síntese de novos derivados de tetrazol, na qual uma dessas moléculas 

sintetizadas possui a mesma estrutura da PMC2. Porém, não foram feitos testes de atividade biológica, o objetivo do estudo foi mostrar 

a possibilidade de sintetizar por meio da reação de dienonas com o reagente tetraclorossilano-azida de sódio e sua contribuição 

estrutural de RMN. 

No estudo de Bai e colaboradores[48], foram sintetizadas moléculas para avaliar a atividade antitumoral. Dentre essas 

moléculas, uma possui a estrutura química semelhante a PMC3, no entanto, esta não apresentou atividade antitumoral in vitro. 

No geral, encontram-se poucos estudos in vivo de atividade biológica neuroprotetora e antioxidante, principalmente na DP, 

com chalconas. Em estudo realizado por Chen et al [49], obtiveram resultado positivo para atividade citoprotetora de uma chalcona, no 

qual as células foram submetidas à uma toxina que diminui as proteínas Parkin, Parkin1 e DJ-1 que estão associados com a DP, e após 
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o tratamento com a chalcona sintetizada foi observado um aumento significativo dessas proteínas. Por tanto, utilizar a família 

das chalconas para tratamento de doenças neurodegenerativas é bastante promissor. 

 

Predição de atividade 

 

A predição de atividade realizada pelo webservidor PASS se baseia na fórmula estrutural da substância, com muita precisão 

para mais de 3500 efeitos farmacoterapêuticos, sendo o parâmetro de probabilidade de ser ativa (Pa) e probabilidade de ser inativa 

(Pi) e somente é considerada uma molécula provavelmente ativa quando Pa > Pi. Se Pa > 0,7, a substância é muito provável que exiba 

a atividade nos experimentos, mas a possibilidade de a substância ser o análogo de um agente farmacêutico conhecido também é alta. 

Se 0,5 < Pa <0,7, a substância é susceptível de exibir a atividade nos experimentos, mas a probabilidade é menor, e é diferente da 

substância em que a ação farmacêutica é conhecida. Se Pa <0,5, é pouco provável que exibam a atividade no ensaio da substância. 

No entanto, se a presença desta atividade é confirmada no experimento a substância pode ser uma nova entidade química [50, 51].  

Contudo, para predição de atividade inibitória de MAO-B, o análogo 1 (PMC1) apresentou o valor de Pa 0,238, o análogo 2 

(PMC2) apresentou o valor de Pa 0,198 e o análogo 3 (PMC3) apresentou o valor de Pa 0,282. Esses resultados demonstram grande 

avanço para o desenvolvimento dessas moléculas planejadas como potenciais inibidores da MAO, especificamente da MAO-B, pois 

foram comparadas com uma variedade de moléculas que já possuem atividade, na sua maioria, comprovada para inibição da MAO-B, 

indicando que o planejamento está de acordo com o objetivo do estudo (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Predição de atividade biológica com o webservidor PASS para a Selegilina e as moléculas planejadas PMC1, PMC2, PMC3. 

Moléculas Pa Pi Atividade 

Selegilina 0,366 0,055 

Inibição da monoamina 

oxidase B 

PMC1 0,238 0,005 

PMC2 0,198 0,007 

PMC3 0,282 0,005 

 

No webservidor SEA, são utilizados dois valores estatísticos para predizer a atividade biológica de uma molécula. O E-value 

é o valor da expectativa de que a semelhança não seja aleatória entre os conjuntos, em que os valores mais próximos de zero ou menor 

que 1x10-10 consideram que a predição da atividade não é susceptível de estar ocorrendo por acaso. Enquanto que o Coeficiente 

Tanimoto (Tc) é a semelhança química esperada de valor 1[52]. 

Para a molécula PMC1, foram obtidas atividades relacionadas com a DP, representadas pelos valores de E-value 4.426e-35 

e Tc de 0.86 para enzima humana MAO-B, e os valores de E-value 2.509e-11 e Tc de 0,69 para ezima humana MAO-A, indicando que 

a PMC1 possui maior afinidade pela enzima MAO-B e maior probabilidade de não ser um alinhamento aleatório. Para PMC2, obtiveram-

se resultados de E-value 2.342e-24 e Tc 0.58 para enzima humana MAO-B, valor de E-value 9.906e-08 e Tc 0.29 para enzima de 

camundongo MAO-B, e valor de E-value 1.408e-07 e Tc 0.57 para ezima humana MAO-A, indicando que a PMC2 possui características 

semelhantes para interagir tanto com a enzima humana MAO-A quanto para MAO-B. Para PMC3, obteve-se resultado de E-value 

7.283e-14 e Tc 1 para enzima humana MAO-A, valor de E-value 2.505e-28 e Tc 0.73 para enzima humana MAO-B, e valor de E-value 

2.683e-08 e Tc 0.35 para enzima de rato COMT, indicando que a PMC3 tem tendência, não siginificativa, para a MAO-A ao invés da 

MAO-B e ainda possui provável interação com a COMT deduzindo assim que sua ação pode ser multialvo (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Predição de atividade biológica com o webservidor SEA para a Selegilina e as moléculas planejadas PMC1, PMC2, PMC3. 

 

Moléculas E value 
Coeficiente de Tanimoto 

(Tc) 
Atividade 

Selegilina 

4.213e-38 1 MAO-B rato 

3651e-35 1 MAO-A rato 

2.909e-12 1 MAO-B humana 

3.929e-11 1 MAO-B bovina 

2.838e-12 0.62 MAO-A humana 

5.504e-07 0.33 MAO-A bovina 

PMC1 
4.426e-35 0.86 MAO-B humana 

2.509e-11 0,69 MAO-A humana 

PMC2 

2.342e-24 0.58 MAO-B humana 

9.906e-08 0.29 MAO-B camundongo 

1.408e-07 0.57 MAO-A humana 

PMC3 

7.283e-14 1 MAO-A humana 

2.505e-28 0.73 MAO-B humana 

2.683e-08 0.35 COMT rato 

 

Viabilidade sintética 

 

Para prever a viabilidade sintética dos compostos utilizou-se o software SYLVIA, o qual verifica através de cálculos os níveis 

de dificuldade de síntese, pontuando de 1 a 3 para os compostos que são fáceis de sintetizar tendo o fundo da imagem a coloração 

verde, 3 a 6 para os de média facilidade tendo o fundo da imagem coloração amarela e de 6 a 10 para os compostos que são muito 

difíceis de sintetizar tendo o fundo da imagem a coloração vermelha[53]. O análogo 1 (PMC1) apresentou valor de 2,52 indicando ser 

de fácil síntese, o análogo 2 (PMC2) apresentou valor de 3,74, ou seja, média facilidade na síntese, e o análogo 3 (PMC3) foi de 2,77, 

de fácil síntese. As propostas são promissoras por apresentarem atividade biológica para inibidores de MAO-B e principalmente por 

serem possíveis de sintetizar. 

 

Rota sintética  

 

As sínteses foram feitas com a combinação de reagentes de aldeído e cetonas, permanecendo em agitação constante por 

24h, com adição primeiramente da base NaOH 6M e posteriormente com o ácido HCl 10% para haver precipitação. 

 Em um balão de 250 mL foi adicionado 30 mL de etanol, o correspondente aldeído e a correspondente cetona em quantidade 

indicada na Quadro 1. A reação permaneceu por 5 min em agitação magnética. Em seguida foi adicionado lentamente 5 mL de NaOH 

(6 mol/L) e a reação permaneceu em agitação magnética por 12h à temperatura ambiente. Após este período, transferiu-se a mistura 

para um frasco Béquer (500mL) contendo aproximadamente 100g de gelo picado e 15 mL de HCl 10%. O precipitado formado foi 

filtrado a vácuo e lavado (5x100mL) com água gelada, e posteriormente foi realizada a medicação da temperatura de fusão das 

moléculas, essa metodologia está exemplificada no esquema 1.  

Os análogos planejados (Quadro 1) foram sintetizados via reação de condensação aldólica (Claisen-Schmidt), resultando nos 

compostos α,β-insaturados em bons rendimentos. As enonas foram caracterizados por RMN 1H e 13C, como dupletos característicos 

na região de 7 a 8 pmm com uma constante de acoplamento próximo de 16 Hz, correspondente a olefina de geometria trans.  No 

espectro de massas é comum para esses tipos de substâncias que o sinal referente ao pico base conside com o íon molecular, como 

m/z 224 (100), 248 (100), 238 (100), para a PMC1, PMC2, PMC3, respectivamente. (material suplementar). No quadro 1, 
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resumidamente apresentadas  as reações: reação 1 utilizado a acetofenona e o 4-hidroxibenzaldeído para obter o produto (2E) -3- (4-

hidroxifenil) -1-fenilprop-2-en-1-ona (6), na reação 2 foi utilizado a 4-metilacetofenona e o cinemaldeído obtendo o produto (2E, 4E) -

1- (4-metilfenil) -5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (7), e a reação 3 com a 4-metilacetofenona e o 4-hidroxibenzaldeído obtendo o produto 

(2E) -3- (4-hidroxifenil) -1- (4-metilfenil) prop-2-en-1-ona (8). 

 

Quadro 1. As reações químicas e seus respectivos reagentes aldeído e cetona. 

Reação Cetona (mmol) Aldeído (mmol) Produto (%) 

1 

   

2 

 

 

 

3 

  

 

Acetofenona (1a); 4-hidroxibenzaldeído (1b); PMC1 (6); 4-metilacetofenona (2a); cinemaldeído (2b); PMC2 (7); 4-metilacetofenona (3a); 

4-hidroxibenzaldeído (3b); PMC3 (8). 

 

Avaliação da toxicidade aguda 

 

Sujeitos e procedimento de criação 

 

Os animais foram mantidos na plataforma zebrafish do laboratório de Pesquisa em Fármacos na temperatura 26 ± 2º C com 

ciclo de luz de 10 horas claro/14 horas escuro. Foi utilizada água normatizada (ISSO 1996) para a manutenção dos peixes adultos. 

Para a produção de água padronizada, utilizou-se água deionizada e os seguintes sais foram adicionados: CaCl2 x 2H2O (117 mg/L), 

MgSO4 x 7 H2O (49,3 mg/L), NaHCO3 (25,9 mg/L) e cloreto de potássio (2,3 mg/L) (Sigma Aldrich). 

Os peixes adultos foram alimentados com ração comercial e Artemia salina. Estes foram tratados de acordo com o guia para 

o cuidado e uso de animais de experimentação. O comportamento dos peixes foi avaliado por um observador humano e filmado, após 

uma semana em condições normais e sob tratamento. 

 

Ensaio de toxicidade da substância estudada 

 

Das três moléculas sintetizadas, PMC1, PMC2 e PMC3, somente a PMC3 apresentou predição de atividade para inibição 

tanto da MAO-B quanto para COMT as duas enzimas relacionadas com a degradação da dopamina sugerindo provável ação multialvo, 

portanto, foi selecionada para realizar o ensaio de toxicidade aguda in vivo no modelo animal Zebrafish. Para o ensaio de toxicidade 

2a 7 

3a 3b 8 

1a 1b 6 

2b 
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aguda por via oral e intraperitonial, foram utilizados quatro grupos com três peixes em cada grupo para cada via, tendo no total 24 

peixes. Nesse trabalho, administrou-se uma única dose da PMC3 e realizado a observação após 24h para identificar se houve morte 

nos grupos, sendo administrado as concentrações de 350 mg/kg, 750 mg/kg, 1500 mg/kg e 2500 mg/kg. De acordo com as 

recomendações do protocolo OECD 236[54] após administrar 2000 mg/kg da substância testada e a taxa de mortalidade for 0%, indica 

que essa substância provavelmente não é tóxica.  

Devido as chalconas não apresentarem boa solubilidade em água, foi necessário adicionar à água destilada o DMSO e Teewn 

80 para obter uma concentração mãe de 200mg/mL, assim foi possível diluir conforme o peso corporal de cada peixe. Após a 

administração, os peixes foram avaliados durante 7 dias e não apresentaram diferenças significativas no comportamento e apresentou 

taxa de mortalidade de 0% 

 

Conclusão 

 

Esse estudo foi dividido em três partes: modelagem molecular, rota sintética e toxicidade aguda in vivo, com o objetivo de 

obter um candidato a fármaco com atividade inibitória da MAO-B para o tratamento da Doença de Parkinson. Deste modo, as 

substâncias naturais (Amburosídeo A, Harmam, Harmalina e Harmalol) selecionadas para o estudo in silico do farmacóforo, docking 

molecular, propriedades farmacocinéticas e toxicológicas demonstraram resultados satisfatórios indicando maior probabilidade de boa 

absorção e distribuição, além de atividade inibitória da MAO-B devido apresentar interação com o sítio ativo da enzima previsto pelo 

docking.  

Com base nesses resultados, a Amburosídeo A foi indicada como bioligante para propor as modificações, e assim obteve-se 

3 moléculas da família das chalconas nomeadas PMC1, PMC2 e PMC3, apesar de já existirem no banco de dados virtual, essas 

moléculas não possuem estudos para o tratamento de doença do sistema nervoso central, e na maioria sendo para atividade 

antimicrobiana em que não apresentaram bons resultados. Portanto, foram realizadas também as predições de atividade e viabilidade 

sintética, em que as três moléculas apresentaram atividade para inibição da MAO. Destaca-se a predição, também, da PMC3 para 

atividade inibitória COMT indicando que esta molécula provavelmente possui ação multialvo, além de apresentar fácil síntese. Na etapa 

da síntese, foi possível sintetizar as três moléculas com rendimento médio de 40%, confirmando a predição da viabilidade sintética. 

Posteriormente, a PMC3 foi selecionada para realizar o teste de toxicidade aguda no Zebrafish, devido sua ação provável ação multialvo, 

e mesmo com a mais alta dose (2000 mg/Kg) administrada, o índice de mortalidade na população estudada foi 0%, indicando a falta 

de toxicidade nesse parâmetro. Com isso, esse estudo demonstra a importância da Modelagem Molecular em diminuir o tempo e o 

custo da pesquisa, além de propor três novos potenciais candidatos a fármaco para o tratamento da Doença de Parkinson. 

 

Sessão experimental 

 

Busca pelas estruturas das substâncias naturais 

 

 Para propor novos candidatos a fármaco com atividade biológica antiparkinsoniana com a inibição da enzima monoamina oxidase B (MAO-

B) para o tratamento da DP, primeiramente, foi realizada uma busca em banco de dados online com os descritores em inglês “medicinal plants”, 

“antiparkinsonian activity” e “natural compounds”, para encontrar substâncias naturais que são descritos na literatura com atividade antiparkinsoniana, 

antioxidante ou neuroprotetora em experimentos in vitro ou in vivo em modelos animais com DP induzido. 

 

Derivação do padrão farmacofórico  

 

O farmacóforo representa o conjunto de domínios funcionais dos bioligantes estudados através dos quais se define os possíveis tipos de 

interação que os ligantes em comum podem fazer com o sítio receptor[12]. O padrão farmacofórico foi determinado a partir do servidor online PharmaGist 

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PharmaGist/)[13] e observada a sua imagem no webservidor ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu/pharmer.html). 

 

Estudo de docking molecular 

http://zincpharmer.csb.pitt.edu/pharmer.html
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O docking molecular é um método computacional para identificar o modo de interação dos ligantes no sítio de ligação da enzima ou receptor 

através de interações-chave específicas e de predizer a afinidade de ligação entre os complexos proteína-ligante[14]. O programa GOLD 5.4 (do inglês, 

“Genetic Optimisation for Ligand Docking”) foi utilizado para simulação da interação entre os ligantes e a enzima MAO-B através de cálculos que emprega 

o algoritmo genético para fins de experimentos de docking flexível de ligantes dentro de sítios de ligação de proteínas [15] . 

 

Predição das propriedades farmacocinéticas (adme) e toxicológicas  

 

Predição das propriedades farmacocinéticas (ADME) 

 

Para as propriedades farmacocinéticas foram utilizados os parâmetros de absorção oral humana (AOH), permeabilidade celular em células 

Caco-2 e MDCK e a penetração da barreira Hematoencefálica (pBHE), assim como, as propriedades relacionadas a regra dos cinco (logP, massa 

molecular, doadores de hidrogênio, e aceitadores de hidrogênio) para as substâncias naturais, usando o módulo QikProp do software Schrödinger [16].  

 

Predição das Propriedades toxicológicas 

 

As propriedades toxicológicas substânicas naturais foram preditas utilizando-se o programa DEREK (Deductive Estimate of Risk from Existing 

Know-edge)[17] . O DEREK dispõe de um sistema que realiza predições de toxicidade, tais como mutagenicidade, carcinogenicidade, sensibilização da 

pele, irritação, efeitos reprodutivos, neurotoxicidade, entre outras, através das regras de correlação implementada no programa [18,19]  

 

Modificações estruturais, predição de atividade e viabilidade sintética  

 

As modificações na estrutura das moléculas estudadas foram realizadas baseando-se no estudo do docking, nas propriedades de 

farmacocinéticas e toxicológicas significativas. Além disso, pôde-se prever, também, a atividade dos novos compostos propostos utilizando o programa 

PASS (http://www.akosgmbh.de/pass/index.html), o qual prediz com alta acurácia (70- 80%) até 2000 atividades biológicas para compostos químicos. E 

o SEA (http://sea.bkslab.org/) que utiliza a abordagem de conjunto de semelhança das moléculas relacionada às proteínas com base na similaridade 

química estabelecida entre seus ligantes, através da busca em grandes bancos de dados de compostos e criar mapas de similaridade de destino cruzado. 

A predição da viabilidade sintética foi realizada utilizando o programa SYLVIA online (http://www.molecular-

networks.com/online_demos/sylvia/), no qual indica se a molécula possui características de fácil (verde), média (amarelo) ou difícil (vermelho) síntese.  

 

Rota sintética  

 

A síntese dos análogos propostos foi realizada em colaboração com o Laboratório de Biocatálise e Biotransformação em Química Orgânica 

(BIORG) coordenado pelo Prof. Irlon Maciel. Em pesquisa realizada previamente na literatura por plantas medicinais com ação antiparkinsoniana, 

percebeu-se que a maioria das substâncias naturais tinha um núcleo chalconico, e tendo em vista que o BIORG possui uma metodologia padronizada 

de síntese para substâncias da classe chalconas, foi utilizada a mesma rota sintética padronizada. 

A busca pelos compostos orgânicos que apresentam atividade como inibidores de MAO-B para tratamento da DP foram a partir de núcleos 

chalconicos. As chalconas foram sintetizadas via reação de condensação aldólica cruzada, onde em um balão de 125 mL foi adicionado 30 mL de etanol, 

o aldeído (3,1 mmol) e a cetona (3 mmol) correspondente. A reação permaneceu em agitação por 5 min a temperatura ambiente e em seguida foi 

adicionado 5 mL de NaOH (5 mol.L-1) e deixou-se a reação em agitação por mais 24 h. Após este período, a mistura foi transferida para um Béquer (500 

mL) contendo aproximadamente 100 g de gelo picado e 15 mL de HCl (10%). O precipitado formado foi recristalizado com etanol a quente. Todas as 

substâncias foram caracterizadas por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 1H e 13C que foi realizada na Universidade de São Paulo 

campus de São Carlos, Espectroscopia de Infravermelho e Cromatografia à Gás – Espectrometria de Massas que foram realizadas na Universidade 

Federal do Amapá campus Marco Zero.  

 

Toxicidade aguda em modelo zebrafish 

 

Sujeitos e procedimento de criação  

 

Os Zebrafish adultos (aproximadamente 0,3 g de peso) foram criados na Plataforma ZebraFish do Laboratório de Pesquisa em Fármacos, 

coordenado pelo Prof. Dr. José Carlos Tavares, da Universidade Federal do Amapá, seguindo protocolos padrões de cuidados e de manutenção de 

peixe. A variância ambiental foi mantida, no mínimo, para todos os experimentos comportamentais. Os Zebrafish adultos foram mantidos em água 

http://sea.bkslab.org/
http://www.molecular-networks.com/online_demos/sylvia/
http://www.molecular-networks.com/online_demos/sylvia/
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deionizada contendo 200 mg/L de sal. Todos os procedimentos de cuidados com animais foram submetidos ao Comitê de Ética de uso animal da 

Universidade Federal do Amapá.  

 

Teste de toxicidade aguda 

 

Esse teste consiste em administrar no peixe a molécula estudada em uma determinada dose e, caso o peixe sobreviva no mínimo 7 dias, 

indica alta probabilidade da substância não ser tóxica. Para a realização desse teste foram utilizadas duas vias de administração, tanto via oral, devido a 

substância planejada e sintetizada ser indicada como um candidato a fármaco por via oral, e a via intraperitoneal por ser a via de administração da 

neurotoxina utilizada em outros estudos. Para o teste foram utilizados 12 peixes adultos divididos em quatro grupos, contendo três peixes cada grupo, e 

administrada a substância PMC3 em jejum uma vez em quatro concentrações diferentes, 350 mg/kg, 750 mg/kg, 1500 mg/kg e 2500 mg/kg, sendo 

diluída 0,250g de PMC3 em 900 μg/mL de água, 90 μg/mL de DMSO e 10 μg/mL de Tween 80. 

 

Considerações éticas 

 

A Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Amapá – CEUA-UNIFAP é um órgão deliberativo e de assessoramento 

da Administração Superior da Universidade em matéria normativa e consultiva, nas questões sobre a utilização de animais para o ensino e a pesquisa. 

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo protocolo 013/2018 por este Comitê de Ética de Uso de Animais (CEUA).  
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Material suplementar 

 
(E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one 

C15H12O2, 224.08 g.mol-1; (77% yield); (white solid): FTIR νmax (cm-1) = 3219.33, 3066.95, 3020.66, 

1896.11, 1869.1, 1686.33, 1649.21, 1579.77, 1564.34, 1512.26, 1352.16, 1284.65, 1219.06, 1168.91, 

1041.61, 977.95, 833.28, 781.2, 690.55, 661.61, 538.16, 518.87, 418.57; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 

(ppm) = 8.04 – 8.01 (m, 2H), 7.79 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.61 – 7.56 (m, 3H), 7.54 – 7.50 (m, 2H), 7.42 

(d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.92 – 6.89 (m, 2H), 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.86, 158.07, 138.43, 

132.63, 130.48, 128.58, 128.44, 119.79, 116.00.; MS (70 eV) m/z = 224 (100), 207 (15), 147 (59), 130 

(12), 94 (34), 77 (56). 

 

Figure S1. FT- IR of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (6). 
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Figure S2. MS (70 eV) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (6). 
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Figure S4. 13C NMR (125 MHz, CDCl3) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one(6). 

 

 

(2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one 

C18H16O, 248.12 g.mol-1; (46% yield); (White solid): m.p. = 70-73 oC; FTIR νmax (cm-1) = 32059.23, 

3026.44, 1942.4, 1869.1, 1680.07, 1651.1, 1604.84, 1548.91, 1446.67, 1348.3, 1286.58, 1249.93, 

1182.41, 1153.84, 1014.6, 977.24, 814, 781.2, 723.34, 680.9.; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 

7.91 – 7.88 (m, 2H), 7.51 – 7.48 (m, 2H), 7.39 – 7.35 (m, 2H), 7.34 – 7.25 (m, 3H), 7.02 (d, J = 8.1 Hz, 

2H).; 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.03, 144.43, 143.49, 141.63, 136.19, 135.67, 129.30, 

129.15, 128.85, 128.55, 127.27, 127.05, 125.51, 77.28, 77.03, 76.77, 21.66.; MS (70 eV) m/z = 248 (100), 

233 (22), 215 (22), 205 (25), 171 (45), 119 (52), 105 (20), 91 (55), 77 (15), 65 (24). 
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Figure S5. FT-IR of (2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one (7).  
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Figure S6. MS (70 eV) of (2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one (7).  
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Figure S7. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) of (2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one(7). 

 

 

Figure S8. 13C NMR (125 MHz, CDCl3) of  (2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one (7).  
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(E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one 

C16H14O2, 238.10 g.mol-1; (4.8% yield); (White solid): FTIR νmax (cm-1) = 3213.55, 3057.3, 3020.44, 

2073.57, 2021.49, 1647.28, 1606.77, 1575.91, 1512.26, 1585.25, 1485.25, 1458.25, 1338.66, 1278.86, 

1220.99, 1170.84, 1114.9, 1037.75, 977.95, 844.86, 738.77, 705.98, 605.67, 530.45, 472.58.; 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 7.94 – 7.91 (m, 2H), 7.77 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.57 – 7.54 (m, 2H), 7.41 

(d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.26 (s, 1H), 6.91 – 6.88 (m, 2H), 1.65 (s, 3H).; 13C NMR 

(126 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.46, 158.12, 144.54, 143.53, 135.82, 130.44, 129.31, 128.62, 127.72, 

119.73, 116.01, 77.27, 77.22, 77.01, 76.76, 21.67.; MS (70 eV) m/z = 238 (100), 223 (26), 195 (15), 147 

(30), 119 (45), 91 (70), 65 (35).  

 

Figure S9. FT-IR of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8). 
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Figure S10. MS (70 eV) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S11. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8). 
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Figure S12. 13C NMR (125 MHz, CDCl3) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8). 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

Para pesquisa de novos fármacos são necessários vários estudos, dentre eles os estudos 

in silico e in vivo que servem para auxiliar o pesquisador alcançar o objetivo da pesquisa. Com 

os estudos in silico, é possível realizar uma triagem para a escolhas das moléculas que seriam 

testadas in vivo, assim diminui o tempo e o custo da pesquisa. Enquanto que o estudo in vivo 

garante maior confiabilidade aos resultados dos estudos anteriores, pois podem ser avaliados 

critérios relacionados ao organismo vivo. 

Com isso, utilizou-se nesse estudo os ensaios in silico e in vivo com o objetivo de propor 

um candidato a fármaco com ação inibitória da MAO-B para o tratamento da Doença de 

Parkinson. No estudo in silico, foi possível encontrar quatro substâncias naturais e ao serem 

comparadas com a Selegilina, para escolher entre as quatro um bioligante para propor as 

modificações, porém no decorrer da pesquisa, uma substância de origem natural, Harmalina, 

se destacou por possuir características semelhantes às da Selegilina, principalmente em 

relação a sua interação com a enzima MAO-B, sugerindo que a substância poderia interagir da 

mesma forma irreversível ocasionando os efeitos colaterais indesejados aos pacientes.  

Após analisar atentamente, outra substância natural, Amburosídeo A, mesmo não 

apresentando os melhores resultados farmacocinéticos e toxicológicos, demonstrou o mesmo 

nível de interação com a enzima em comparação à Selegilina, porém em aminoácidos diferentes 

aos quais a Selegilina interage, sugerindo que sua ação inibitória é diferente. Tendo em vista 

esse impasse entre as duas substâncias de origem natural, buscou-se na literatura informações 

sobre planejamento de fármacos com estudos in silico para conhecer os critérios importantes 

para a seleção do bioligante, e percebeu-se que a interação com a enzima é o critério mais 

relevante, pois o objetivo é planejar um fármaco com a atividade específica da inibição da MAO-

B. Após a seleção do ligante, compreendeu-se que o auxílio de um especialista na área de 

síntese era considerável, portanto, para as modificações foi sugerido a retirada do grupo glicose 

e alteração nos radicais para tornar as moléculas mais lipossolúveis, para assim melhorar as 

propriedades farmacocinéticas e toxicológicas.  

Para o estudo de atividade e toxicidade in vivo, foram realizadas diversas tentativas para 

padronizar a metodologia de indução da DP no modelo animal Zebrafish, em que consistiu 

alteração da via de administração, das doses de neurotoxina, e metodologia para a 
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adminstração dessas doses. Apesar das metologias utilizadas serem baseadas em estudos já 

realizados, não foi possível obter o padrão da indução da DP no Zebrafish, no enquanto, foi 

possível realizar o ensaio de toxicidade aguda segundo o OECD (2018). Contudo, espera-se 

que futuramente seja possível padronizar a indução da DP na Universidade Federal do Amapá 

e assim testar a PMC3, em modelo animal Zebrafish com DP induzida, obter o resultado positivo 

para a inibição da MAO-B e, consequentemente, apresentar um possível candidato a fármaco 

para o tratamento da Doença de Parkinson. 
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ANEXOS E APÊNDICES 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo 2 – Normas de publicação dos respectivos periódicos 

 

Normas da revista Mini-Reviews in Medicinal Chemistry (Artigo 1) 

 

1.1.1.1 MANUSCRIPT PREPARATION 

The manuscript should be written in English in a clear, direct and active style. All pages must 

be numbered sequentially, facilitating in the reviewing and editing of the manuscript. 

1.1.1.1.1 MICROSOFT WORD TEMPLATE 

It is advisable that authors prepare their manuscript using the template available on the Web, 

which will assist in preparation of the manuscript according to Journal’s Format. Download the 

Template. 

1.1.1.1.2 SECTIONS IN MANUSCRIPTS 

Manuscripts submitted for research and review articles in the journal should be divided into the 

following sections: 

• Title 

• Title Page 

• Structured Abstract 

• Graphical Abstract 

• Keywords 

• Text Organization 

• Conclusion 

• List of Abbreviations (if any) 

• Consent for Publication 

• Conflict of Interest 

• Acknowledgements 

• References 

• Appendices 

• Figures/Illustrations (if any) 

• Chemical Structures (if any) 

• Tables (if any) 

• Supportive/Supplementary Material (if any) 

1.1.1.1.2.1 Title 

The title of the article should be precise and brief and must not be more than 120 characters. 

Authors should avoid the use of non-standard abbreviations and question marks in titles. The 

http://benthamscience.com/journal-files/template-files/mrmc-template.doc
http://benthamscience.com/journal-files/template-files/mrmc-template.doc
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first letter of each word should be in capital letters except for articles, conjunctions and 

prepositions. 

Authors should also provide a short ‘running title’. Title, running title, byline, correspondent 

footnote and keywords should be written as presented in original manuscripts. 

1.1.1.1.2.2 Title Page 

Title page should include paper title, author(s) full name and affiliation, corresponding author(s) 

names complete affiliation/address, along with phone, fax and email. 

1.1.1.1.2.3 Structured Abstract 

The abstract of an article should be its clear, concise and accurate summary, having no more 

than 250 words, and including the explicit sub-headings (as in-line or run-in headings in bold). 

Use of abbreviations should be avoided and the references should not be cited in the abstract. 

All the original research articles must be accompanied with a structured abstract. Ideally, each 

abstract should include the following sub-headings, but these may vary according to 

requirements of the article. 

• Background 

• Objective 

• Methods 

• Results 

• Conclusion 

The headings can vary, but must state the purpose of the study, details of the participants, 

measurements, methods, main findings and conclusion. 

1.1.1.1.2.4 Graphical Abstract 

A graphic should be included when possible with each manuscript for use in the Table of 

Contents (TOC). This must be submitted separately as an electronic file (preferred file types are 

EPS, PDF, TIFF, Microsoft Word, PowerPoint and CDX etc.). A graphical abstract, not 

exceeding 30 words along with the illustration, helps to summarize the contents of the 

manuscript in a concise pictorial form. It is meant as an aid for the rapid viewing of the journals' 

contents and to help capture the readers’ attention. The graphical abstract may feature a key 

structure, reaction, equation, etc. that the manuscript elucidates upon. It will be listed along with 

the manuscript title, authors’ names and affiliations in the contents page, typeset within an area 

of 5 cm by 17 cm, but it will not appear in the article PDF file or in print. 

Graphical Abstracts should be submitted as a separate file (must clearly mention graphical 

abstract within the file) online via Bentham's Manuscript Processing System. 
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1.1.1.1.2.5 Keywords 

6 to 8 keywords must be provided. Choose important and relevant keywords that researchers 

in your field will be searching for so that your paper will appear in a database search. 

1.1.1.1.2.6 Text Organization 

The main text should begin on a separate page and should be divided into separate sections. 

The manuscript should be divided into title page, abstract and the main text. The text may be 

subdivided further according to the areas to be discussed, which should be followed by the 

Acknowledgements and Reference sections. The Review Article should mention any previous 

important recent and old reviews in the field and contain a comprehensive discussion starting 

with the general background of the field. It should then go on to discuss the salient features of 

recent developments. The authors should avoid presenting material which has already been 

published in a previous review. The authors are advised to present and discuss their 

observations in brief. 

The manuscript style must be uniform throughout the text and 10 pt Times New Roman fonts 

should be used. The full term for an abbreviation should precede its first appearance in the text 

unless it is a standard unit of measurement. The reference numbers should be given in square 

brackets in the text. Italics should be used for Binomial names of organisms (Genus and 

Species), for emphasis and for unfamiliar words or phrases. Non-assimilated words from Latin 

or other languages should also be italicized e.g. per se, et al. etc. 

 

SECTION HEADINGS 

Section headings should be numbered sequentially, left aligned and have the first letter 

capitalized, starting with the introduction. Sub-section headings however, should be in lower-

case and italicized with their initials capitalized. They should be numbered as 1.1, 1.2, etc. 

 

INTRODUCTION 

The Introduction section should include the background and aims of the research in a 

comprehensive manner. 

 

MATERIALS AND METHODS 

This section provides details of the methodology used along with information on any previous 

efforts with corresponding references. Any details for further modifications and research should 

be included. Sufficient details should be provided to the reader about the original data source in 

order to enable the analysis, appropriateness and verification of the results reported in the study. 
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It is important for the Methods Section should be sufficiently detailed in respect of the data 

presented, and the results produced from it. This section should include all the information and 

protocol gathered for the study at the time when it was being written. If the study is funded or 

financially supported by an organization to conduct the research, then it should be mentioned 

in the Methods Section. Methods must be result-oriented. The statement regarding the approval 

by an independent local, regional or national review committee (e.g. name of ethic committee 

and institutional review board) should be part of the Methods Section. 

 

EXPERIMENTAL 

Repeated information should not be reported in the text of an article. A calculation section must 

include experimental data, facts and practical development from a theoretical perspective. 

 

RESULTS 

The important and main findings of the study should come first in the Results Section. The 

tables, figures and references should be given in sequence to emphasize the important 

information or observations related to the research. The repetition of data in tables and figures 

should be avoided. Results should be precise. 

 

DISCUSSION 

This should explore the significance of the results of the work, present a reproducible procedure 

and emphasis the importance of the article in the light of recent developments in the field. 

Extensive citations and discussion of published literature should be avoided. 

The Results and Discussion may be presented together under one heading of “Results and 

Discussion”. Alternatively, they may be presented under two separate sections (“Results” 

section and “Discussion” Sections). Short sub- headings may be added in each section if 

required. 

 

CONCLUSION 

A small paragraph summarizing the contents of the article, presenting the final outcome of the 

research or proposing further study on the subject, may be given at the end of the article under 

the Conclusion section. 

 

Authentication of Cell Lines 

The NIH acknowledges the misidentification and/or cross-contamination of cell cultures e.g. 

HeLa cells being used in a research study as a serious problem. In order to ensure that 
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validation of the work and proper utilization of resources. It is a prerequisite that correct reagents 

be used in studies dealing with established human (tumor) cell lines that have been cultured for 

more than 4 years up to the date of submission of the manuscript. Cell lines such as short-term 

cultures of human tumors, murine cell lines (as a catalog of DNA profiles is not yet available) 

and tumor cell lines established in the course of the study that is being submitted, are presently 

exempt from this rule. To minimize the risk of working with misidentified and/or contaminated 

cell lines, tests such as isoenzyme analysis, karyotyping/cytogenetic analysis and, more 

recently, molecular techniques of DNA profiling may be carried out to authenticate cell cultures. 

These tests may help confirm or establish the identify profile for a cell line. Bentham Science 

recommends that all cell lines be authenticated prior to submitting a paper for review. Authors 

are therefore required to provide authentication of the origin and identity of the cells by 

performing cell profiling either in their own laboratory or by outsourcing an approved laboratory 

or cell bank. Authentication is required when a new line is established or acquired, before 

freezing a cell line, if the performance of the line is not consistent or results are unexpected, if 

using more than one cell line, and before publication of the study. 

The cell lines profile should be cross-checked with the profile of the donor tissue of other 

continuous cell lines such as provided by the authentic data bank such as DSMZ 

(www.dsmz.de/fp/cgi-bin/str.html), ATCC® 

(https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms.aspx) etc. 

Greek Symbols and Special Characters 

Greek symbols and special characters often undergo formatting changes and get corrupted or 

lost during preparation of manuscript for publication. To ensure that all special characters used 

are embedded in the text, these special characters should be inserted as a symbol but should 

not be a result of any format styling (Symbol font face) otherwise they will be lost during 

conversion to PDF/XML. 

Authors are encouraged to consult reporting guidelines. These guidelines provide a set of 

recommendations comprising a list of items relevant to their specific research design. Chemical 

equations, chemical names, mathematical usage, unit of measurements, chemical and physical 

quantity & units must conform to SI and Chemical Abstracts or IUPAC. 

All kinds of measurements should be reported only in International System of Units (SI). 

1.1.1.1.2.7 Appendices 

In case there is a need to present lengthy, but essential methodological details, appendices 

must be used, which can be a part of the article. An appendix must not exceed three pages 

(Times New Roman, 10 point fonts, 900 max. words per page). The information should be 

https://www.dsmz.de/fp/cgi-bin/str.html
https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms.aspx
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provided in a condensed form, ruling out the need of full sentences. A single appendix should 

be titled APPENDIX, while more than one can be titled APPENDIX A, APPENDIX B, and so on. 

1.1.1.1.2.8 Supportive/Supplementary Material 

We do encourage to append supportive material, for example a PowerPoint file containing a talk 

about the study, a PowerPoint file containing additional screenshots, a Word, RTF, or PDF 

document showing the original instrument(s) used, a video, or the original data (SAS/SPSS files, 

Excel files, Access Db files etc.) provided it is inevitable or endorsed by the journal's Editor. 

Published/reproduced material should not be included unless you have obtained written 

permission from the copyright holder, which must be forwarded to the Editorial Office in case of 

acceptance of your article for publication. 

Supportive/Supplementary material intended for publication must be numbered and referred to 

in the manuscript but should not be a part of the submitted paper. In-text citations as well as a 

section with the heading "Supportive/Supplementary Material" before the "References" section 

should be provided. Here, list all Supportive/Supplementary Material and include a brief caption 

line for each file describing its contents. 

Any additional files will be linked to the final published article in the form supplied by the author, 

but will not be displayed within the paper. They will be made available in exactly the same form 

as originally provided only on our Web site. Please also make sure that each additional file is a 

single table, figure or movie (please do not upload linked worksheets or PDF files larger than 

one sheet). Supportive/ Supplementary material must be provided in a single zipped file not 

larger than 4 MB. 

Authors must clearly indicate if these files are not for publication but meant for the 

reviewers'/editors' perusal only. 

1.1.1.1.3 LIST OF ABBREVIATIONS 

If abbreviations are used in the text either they should be defined in the text where first used, or 

a list of abbreviations can be provided. 
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