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RESUMO

PLANEJAMENTO DE PROTOTIPOS CANDIDATOS A EARMACOS PARA O
TRATAMENTO DA DOENCA DE PARKINSON: AVALIACAOQO IN SILICO E IN VIVO

RESUMO

Introducéo: A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenc¢a neurodegenerativa que acomete a
sociedade, principalmente em individuos acima de 60 anos, sendo a sua fisiopatologia caracterizada
pela morte dos neurdnios dopaminérgicos diminuindo assim a produ¢do do neurotransmissor
dopamina que esta relacionado com as &reas motoras e cognitivas. Uma das formas de tratamento
da DP é a inibicAo da monoamina oxidase B (MAO-B) por ser uma das enzimas que degradam a
dopamina, em que estudos recentes identificaram substéncias de origem natural com essa
atividade. Através do estudo in silico, utilizando webservidores e softwares, é possivel realizar
triagem virtual e predizer as caracteristicas farmacocinéticas e toxicoldgica, atividade biol6gica para
assim encontrar um candidato a farmaco com acgéo desejada. No estudo in vivo tém-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 inibitéria
da MAO-B, baseando-se em produtos naturais, realizar a sintese e testa-las in vivo. Metodologia:
Foi realizada uma pesquisa na literatura para identificar substancias de origem natural com acgéo
antiparkinsonianos comprovadas in vitro e/ou in vivo. Posteriormente, in silico, realizou-se a
derivacdo do farmacoforo, docking molecular, predicdo de propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas, modificacbes estruturais para obtencdo dos analogos, predicdo de atividade e
viabilidade sintética. Apds obter os analagos foi realizada a sintese. E por fim, para o estudo in vivo,
foi realizado o teste de toxicidade aguda em modelo animal Zebrafish. Resultados e discussdes:
Na busca da literatura foram selecionadas quatro substancias de origem natural sendo
Amburosideo A, Harman, Harmalina, Harmalol e o medicamento Selegilina que foi utilizado como
molécula padrdo para comparacdo no estudo in silico. Na derivacdo do farmacoforo obteve-se
alinhamento entre Selegilina e Harmalina identificando uma regido aromatica, uma regido
aceitadora de hidrogénio e uma regido hidrofébica, em que supde-se serem as regides essenciais
para a atividade inibitéria da MAO-B. Para as andlises farmacocinéticas, as subséancias
apresentaram resultados entre ruins e moderados tanto para absor¢do quanto para distribuido
obtendo somente a molécula Harman com todos os resultados satisfatorios, enquanto que para a
predicdo de propriedades toxicologicas apresentaram entre baixa ou nenhuma toxicidade. No
docking, molecular todas as substéncias interagiram com mais de trés aminoacidos do sitio ativo da
MAO-B e também interagiram com alguns aminoacidos que a Selegilina (molécula padréo)
interagiu, indicando que possuem interagdo com a enzima e sugerindo a provavel atividade
inibitéria. Apos as andlises, foi selecionado o Amburosideo A, como prototipo para as modificagfes
e, entdo, 3 analogos (PMC1, PMC2 e PMC3) foram obtidos com resultado entre média e boa
viabilidade sintética e todos os trés apresentaram predicdo de atividade de inibicdo da MAO.
Posteriormente, os protétipos foram sintetizados, e devido a PMC3 ter apresentado possivel agdo
tanto na enzima MAO-B quanto na COMT foi selecionada para o ensaio de toxicidade aguda in vivo
em modelo Zebrafish. Consideracfes finais e perspectivas: Todos os analogos planejados
apresentaram possivel atividade inibitoria da MAO-B, em que especificamente o analogo PMC3
apresentou acdo também para COMT, in silico, sugerindo uma acdo multialvo, além de sua
caracteristica de facil sintese, e também por ndo manifestaram toxicidade em Zebrafish, pode-se
indicar que este analogo é um promissor candidato a farmaco multialvo para o tratamento da
Doenca 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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Abstract: Parkinson's Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in the
elderly population, with a higher prevalence in men, independent of race and social class; it affects
approximately 1.5 to 2.0% of the elderly population over 60 years and 4% for those over 80 years of
age. PD is caused by the necrosis of dopaminergic neurons in the substantia nigra, which is the brain
region responsible for the synthesis of the neurotransmitter dopamine (DA), resulting in its decrease in
the synaptic cleft. The monoamine oxidase B (MAO-B) degrades dopamine, promoting the glutamate
accumulation and oxidative stress with the release of free radicals, causing excitotoxicity. The PD
symptoms are progressive physical limitations such as rigidity, bradykinesia, tremor, postural instabil-
ity and disability in functional performance. Considering that there are no laboratory tests, biomarkers
or imaging studies to confirm the discase, the diagnosis of PD is made by analyzing the motor features.
There is no cure for PD, and the pharmacological treatment consists of a dopaminergic supplement
with levodopa, COMT inhibitors, anticholinergics agents, dopaminergic agonists, and inhibitors of
MAO-B, which basically aims to control the symptoms, enabling better functional mobility and
increasing life expectancy of the treated PD patients. Due to the importance and increasing prevalence
of PD in the world, this study reviews information on the pathophysiology, symptomatology as well as

the most current and relevant treatments of PD patients.

Keywords: Parkinson’s disease, neuronal degeneration, dopamine, dopaminergic agonists, pharmacological treatment, patho-

physiology, symptomatology.

1.INTRODUCTION

In neurology, neurodegenerative diseases are defined by
the progressive and irreversible loss of neurons located in
specific brain regions. Studies have shown that aging is
mainly responsible for these disorders, with three scientifi-
cally proven factors: damage to the nuclear DNA of neurons,
increased oxidative stress and chronic neuroinflammation [1,
2]. Parkinson's Disease (PD), first described by James Par-
kinson in 1817, is a neurodegenerative disease caused by
necrosis of dopaminergic neurons located in the substantia
nigra, a brain region responsible for the synthesis of the neu-
rotransmitter dopamine (DA) [4-(2-aminoethyl) benzene-1,2-
diol] [3, 4].

*Address correspondence to this author at the Laboratério de Quimica Far-
macéutica ¢ Medicinal (PharMedChem), Universidade Federal do Amapa,
Macapé, Brazil; E-mails: lor ifap.br; and loranehage@gmail.com

1875-5607/20 $65.00+.00

PD is the second most common neurodegenerative dis-
ease in the elderly, affecting men and women without differ-
entiation between race or social class. Approximately 1.5 to
2.0% of the elderly population (over 60 years) and 4% over
80 years are affected [5]. With longer life expectancy, given
the growth of the population over 65 years of age, it is esti-
mated that a population of about 200,000 individuals with
PD exists in Brazil. The prevalence in older persons aged 60
to 69 years is 700/100,000, and those aged 70 to 79 years is
1,500/100,000. In addition, 36,000 new cases are diagnosed
each year in Europe [5].

The prevalence of PD in industrialized countries is esti-
mated as 0 to 3% of the population and about 1% of the pop-
ulation over 60 years of age. Some studies have reported a
higher prevalence of PD in men over women, and the stand-
ardized incidence ratio was diagnosed as 8-18 per 100,000

© 2020 Bentham Science Publishers
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people/year with PD. Studies have found that particular met-
abolic diseases are associated with neurodegenerative dis-
eases such as PD, and the development of such metabolic
diseases increases for the elderly population over 60 years of
age [6, 7].

The PD patient also presents dementia in 65% of cases
whereas studies indicate that dementia has a cumulative
prevalence of up to 78% in the following 8 years after the
development of PD [8]. With advancing age there is also the
likelihood that the PD incidence in the world population
reaches 1,903 per 100,000 people for those over 80 years of
age. In many developed countries, at least 50% of babies
born will live to 100 years of age. In Japan, for example, it is
expected that 50% of the babies born in 2007 will live to the
age of 107 years. As the incidence of PD increases with age,
more patients can be expected to develop PD. Asia will ex-
perience the full impact of the increase in the PD population
as it represents about 60% of the world's population i.e. more
than 4 billion people [9, 10]. The studies by Lau and Breteler
describe a large prevalence of PD cases compared to the size
of the population [11-13].

The estimate of the population with PD will be 9.3 mil-
lion in 2030 whereas for the six most populous countries in
Asia (China, India, Indonesia, Pakistan, Bangladesh and Ja-
pan) there will be 6.17 million people with PD [10]. In the
United States, about 630,000 were diagnosed with PD in
2010, and the estimate for 2040 is that this population will
double [9]. In Japan, approximately 141,000 persons have
been reported to have PD, with an estimated population of
127.3 million people [12, 13]. In Brazil, PD has an estimated
prevalence of 3.3% whereas, according to the IBGE, the
quality of life of the Brazilian population increased by 21%
for the population over 65 years age, with an estimated
population of about 200 thousand patients with PD [14-16].

2. PATHOPHYSIOLOGY

PD is a progressive, neurodegenerative disorder charac-
terized by loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra. In addition to the cardinal motor symptoms, such as
tremor, rigidity and bradykinesia, PD patients also suffer
from a variety of non-motor symptoms, including anxiety,
depression and dementia, in which the serotonergic system
playing a pivotal role is increasingly recognized [3, 4, 17].
Lack of DA affects motor and cognitive functions related to
language, since the carrier with an advanced level of the dis-
ease looses the ability to speak correctly [18].

Many other regions of the brain are important in PD.
Braak et al. [19] demonstrated Lewy Body Pathology (LBP)
in many extranigratory regions and proposed that this pa-
thology progresses through the brainstem beginning in the
dorsal vagal nucleus of the motor and reaching the entire
neocortex. It is important to note that many of these affected
regions are closely related to non-motor symptoms associat-
ed with PD and some regions also show signs of neuro-
degeneration [19, 20].

Today, with better understanding of neuroinflammatory
mechanisms, hypotheses emerged to explain the degenera-

Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2020, Vol. 20, No. 9 755

tion of these neurons. There is excitotoxicity with glutamate
accumulation in the dopaminergic neurons region; the oxida-
tive stress caused by monoamine oxidase B (MAO-B) occurs
when the enzyme degrades dopamine and releases free radi-
cals or Reactive Oxygen Species (ROS). Other mechanisms
involve nitric oxide and mitochondrial dysfunction which are
involved in the pathophysiology of the disease as well as the
dual-hit hypothesis [21-23].

The dual-hit theory consists of the hypothesis that a path-
ogen enters the airway and/or gastrointestinal system to the
CNS and thus causes PD. According to this theory, a patho-
gen swallowed with nasal secretions and saliva can cross the
mucosal barrier of the gastrointestinal tract, infect the enteric
neurons and invade parasympathetic motor neurons of the
vagus nerve. The nervous systems of both the olfactory and
enteric bulbs do not have a barrier to select substances such
as the CNS whereas some studies have confirmed the rela-
tionship of HSV-1 virus to the development of PD through
autoimmune mechanisms. An induction of o-synuclein pro-
tein occurs and thus aggregation of proteins from axonal
projections of the gastrointestinal plexus to pre-ganglionic
parasympathetic motor neurons of the vagus nerve in the
brainstem occurs. From the motor neurons of the vagus
nerve, the pathogens can travel retrograde to the bone mar-
row, then to the bridge, and finally to the substantia nigra, to
produce the classic motor symptoms of PD [24, 25]. . This
hypothesis confirms the first stage of PD described by Braak
etal. [19, 26].

One of the forms used to better understand the physical
consequences of PD is the Braaks definition which reports
six stages of the pathological process that is directly related
to pathology [27]:

* Stage | - Related degeneration of the olfactory bulb
causing disturbances in smell.

* Stage 2 - Progression down the brainstem, with
non-motor symptoms, homeostasis, sleep-wake cy-
cle and autonomic nervous system.

* Stage 3 and 4 - Commitment of the substantia nigra
and other deep nuclei, characterized as the classic
tetrad of the disease, it marks the clinical diagnosis
of the syndrome.

* Stage 5 and 6 - Presence of Lewy bodies in limbic
structures and in the neocortex, the presence of neu-
ropsychiatric symptoms such as depression, cogni-
tive decline and visual hallucinations.

2.1. Excitotoxicity

According to some studies, excitotoxicity is related to an
inflammatory process triggered in the CNS. The onset of the
inflammatory process is not sufficiently clarified, but there is
evidence of the activation of the microglia cells by neurotox-
ic agents that consequently initiate the inflammatory process
with the excessive presence of cytokines and antibodies.
Glutamate is a neurotransmitter in the CNS, which in excess,
can trigger excitotoxicity. With the death of the dopaminer-
gic neurons, there is a decrease in dopaminergic neurotrans-
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mission and consequently a superactivation of the subtha-
lamic nucleus causing an increase in the release of glutamate
in the substantia nigra. Since this region is rich in AMPA
and NMDA receptors, there is depolarization and excitation
of the neurons, resulting in neural death due to membrane
deregulation [28, 29].

2.2. Oxidative Stress

With the advance of the disease and the degeneration of
neurons, Lewy bodies are formed. They are cytoplasmic sub-
stances which characterize a clinically defined syndrome that
consists of a primary form of dementia. Lewy bodies demen-
tia is characterized by visual-perceptive changes and motor
dysfunction associated with dysregulation of the alpha-
synuclein protein which starts an inflammation state in the
Peripheral Nervous System (PNS) and further reaches the
Central Nervous System (CNS) through trans-synaptic neu-
rons from the nasal or gastric routes [30].

When ROS are generated, they can react with any consti-
tutive molecules, proteins, DNA or cells causing changes in
their functions and therefore repair mechanisms are released.
The attempt to repair starts an inflammatory process in the
substantia nigra region of the midbrain, creating agglomer-
ates. Examples of ROS are the toxic form MPP+ originated
from MPTP conversion which is degraded by MAO-B en-
zyme [16, 31]. Such clusters, in turn, lead to other mecha-
nisms such as cells loss at the pedunculopontine nucleus
caused by its inhibition, allowing the reticulospinal and ves-
tibulospinal routes to produce excessive muscle contraction
[16, 32]. Many authors have focused on research for novel
inhibitors of MAO B enzyme [33, 34].

For the development of PD, ROS also affect nucleic acid
stability by oxidizing RNA, causing mutation in mitochon-
drial DNA, together with the oxidation of alpha-synuclein,
parkin and proteasome proteins in the CNS, resulting in in-
creased aggregation of these proteins and triggering an in-
flammatory process. Homeostasis is interrupted due to acti-
vation of the potassium channels and the inactivation of the
neural nicotinic receptors, affecting the release of dopamine
and acetylcholine respectively, causing motor disturbance.
Thus, it was perceived that the increase of ROS or nitratives
is indirectly related to the toxicity of the alpha-synuclein
protein which, when phosphorylated, indicates preponderant
Lewy bodies, a substance found in the brains of PD patients
[35, 36].

2.3. Genetic Mechanism

The study of Molecular Biology aids elucidation of the
pathogenesis and probability of diagnosis for several diseas-
es. In the case of PD, the studies associate the disease
with the genes SNCA, GBA, LRRK2, VPS35, EIF4Gl,
DNAJC13 and CHCHD, and indirectly with the aging factor,
since the disease is closely related to the elderly. The genes
mentioned are described in Table 1. They are known or sus-
pected to be involved in sporadic, autosomal dominant and
autosomal recessive PD and in atypical forms of parkinson-
ism, where the most common mutations are in the GBA and
LRRK2 genes.

Marino et al.

Regarding directly related factors, a series of genetic mu-
tations occur that trigger autosomal dominant and recessive
forms, such as synuclein (SNCA), parkin 2 (PARK2), puta-
tive | kinase induced by PTEN (PINKI), PARK?7, leucine
kinase repeat rich 2 (LRRK2) and bone marrow stromal cell
antigen | (BST1). For the indirectly related factor, there is a
genetic defect that consists of telomere shortening whereas it
is not possible to completely replicate the ends of the linear
chromosomes [35, 37]. In the last years, with the improve-
ment of Molecular Biology, it became possible to carry out
Genome-Wide Association Studies (GWAS), in which there
were more than 7 million variants, in which 26 loci had sig-
nificant association with PD, mainly sporadic form, i.e no
cases in the family. For familial PD cases, Mendelian theory
accounts for less than 10% of cases [37].

The main challenge of genetics is to correlate genes with
biological activities, such as the parkin gene, which causes
the onset of autosomal recessive disease, that regulates myo-
fasia in several models in vitro and in vivo. However, the
true action on dopaminergic neurons to trigger neurodegen-
eration is still unknown. Studies have also shown that one
cause of PD is due to imbalance of autophagy flux in the
CNS. The transcription factor EB (TFEB) is responsible for
the control of autophagy and lysosomal biogenesis that is
expressed by the SNCA gene. TFEB was found in human
tissue and a study confirmed animal model of PD [37].

Another important cause for the development of PD is
the accumulation of alpha-synuclein proteins. This accumu-
lation occurs from the deformation of the structure of the
alpha-helix protein to beta-helices due to the gene expression
of the SNCA, from which it is decoded. SNCA mutations
cause autosomal dominant parkinsonism and yield compre-
hension of the molecular basis of synucleinopathies. The
most recently identified mutation was p.Ala53Glu (AS3E).
Due to deformation, the cleavage of this protein is prevented
and deposited at specific sites of the nigra region, influenc-
ing the activity of dopaminergic neurons and agglomerates
of Lewy bodies [38].

These genes are related to the components of the dopa-
minergic pathway, for example ezymes dopadescarboxylase,
MAO-B, catechol-o-methyltransferase (COMT), the mono-
amine 2 transporter and glycoprotein 2c, among others.
When there is a mutation in one of these genes, there is no
adequate production of the components and consequently,
there will be no dopamine synthesis. Studies have also related
some polymorphisms in genes related to the adverse effects
that patients present after starting treatment. It was thus identi-
fied that COMT rs165815 and drd3 rs6280 are related to hal-
lucinations; DDC rs921451, DDC rs3837091, SLC22A1
1628031 related to orthostatic hypotension; SLC22A1
1$628031 with peripheral disease; SLC22A1 rs628031 with
impulse control disorders; slc22al rs628031 with motor fluc-
tuations, DDC rs3837091 and SLC22A1 rs628031 with dys-
kinesia [39].

In another study, genetic research on the genes SNCA,
GBA, LRRK2, VPS35, EIF4G1, DNAJC13 and CHCHD in
the population of Parkinson patients from different regions
was performed. The combined frequency of Berber and
Ashkenazic Jews was identified. Variants in these genes can
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Table 1.  Indirectly related genes with PD.
Confidence Level Risk Factors Autosomal Dominant | Autosomal Recessive At'yp ica!
Parkinsonism
GBA
LRRK2
GWAS loci: GBA, RAB29-NUCKS], SIPA1L2, ACMSD-
TMEM163, STK39, MCCCI1, TMEM175-GAK-DGKQ),
BST1, GPNMB, FGF20, INPPSF, MIR4697, CCDC62, 2 ATHIA2
. GCH1, VPS13C, BCKDK-STX1B, MAPT, SREBF1-RA/1, LRRRZ PARED (Patkin) S¥hUL
High RIT2, DDRGKI, ITPKB, ILIR2, SCN3A, SATBI, BN KL A
NCKIPSD, CDC71, ALASI, TLR9, DNAHI, BAPI, NES RARRTDID, Attonte
PHF7, NISCH, STABI, ITIH3, ITIH4, ANK2, CAMK2D, DRAXCS
ELOVL7, ZNF184, CTSB, SORBS3, PDLIM2, C8orf58,
BIN3, SH3GL2, FAM171A1, GALC, COQ7, TOX3,
ATP6VOAL, PSMC31P, TUBG2.
SMPDI CHCHD2
Medium Chr. 22q11.2 deletion DI\IJS(J:(;] 3 VPS13C [::!;?(3095
GWAS loci: USP25, NMD3, ITGAS. TMEM230
PARKI10
MCIR
Low UCHLLI EIF4G1 - -
GIGYF2

reach 30 to 40% of all PD cases, whereas in Japanese, Chi-
nese, French Canadian and Spanish populations, they repre-
sent 10 and 20% of patients with PD. In the other popula-
tions there are less than 10% of patients with PD, therefore,
it is perceived that these genes have some relationship with
PD. However, it has not yet been possible to explain this
relation scientifically [40].

Although several studies show that the individual's genet-
ics triggers the development of PD, it is not possible to say
that this prevalence is decisive. Other factors may also trigger
PD, such as excessive and continuous use of drugs, alcoholism,
repetitive cranial trauma, cerebral ischemia, frequent toxic envi-
ronments such as manganese, oil and insecticides [31].

2.4. Mitochondrial Defects

To elucidate mitochondrial defects in sporadic PD pa-
tients, tissue samples from the CNS were studied after autop-
sy which indicated that there is a significant reduction in
mitochondrial complex activity that apparently correlates
with complex damage caused by oxidative stress. Through
experiments with MPP+, neurotoxins that cause oxidative
stress, it has been observed that this substance causes the
clinical symptoms of PD affecting specific cells of the
mechanism of the disease. However, in other cellular con-
stituents such as lipids, proteins and DNA, oxidative damage
from the mitochondrial defect occurred [37].

2.5. Failure of Ubiquitin Proteasome System

The Endoplasmic Reticulum (ER) is a cellular organelle
with the function of producing, distributing and degrading
proteins whereas this phenomenon is called proteostasis.
More specifically, the ER synthesizes proteins according to
the related gene. The proteins are then folded to gain three-
dimensional conformation and subsequently released. This

process is mediated by the concentration of calcium inside
the cell. When failure happens at some stage, which usually
occurs due to the homeostatic imbalance of ion input and
output (Ca’"), the repair mechanism called ubiquitin pro-
teasome system appears to recognize the defective protein
and discards it. The ubiquitin proteasome system begins with
the adhesion of ubiquitin in the proteins that cover it, signal-
ing to the proteasome of the nerve cell that identifies the
marked protein and starts to degrade its amino acids. If the
ubiquitin proteasome system fails, proteins that were not
properly synthesized and/or did not receive the correct three-
dimensional conformation will be disused and deposited.
This accumulation of proteins constitute the Lewy bodies
[41-43].

3. PARKINSON’S DISEASE DIAGNOSIS

The diagnosis of PD is based on clinical aspects, howev-
er, the diagnosis is uncertain at an early stage of the disease,
and up to 10-30% of patients initially diagnosed with PD are
clinically reclassified, even in specialized units [44].

Nowadays, studies are being conducted to diagnose PD
through biomarkers whereas PD could be diagnosed in the
future through laboratory methods, not just clinical, reducing
thus diagnostic errors. In the initial stage with animals, tests
were quite satisfactory using the lipidic ELISA and sFIDA
methods [45].

The biomarkers used in most of the studies were taken
from the cerebrospinal fluid, blood and saliva. The purpose
of the studies was to investigate the diagnosis of PD in the
early stages. Table 2 lists the biomarkers used for possible
diagnosis of PD. These studies are in the initial phase of test-
ing with promising results, and probably will be an alterna-
tive option for confirming the diagnosis of PD [46].
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Table 2. Biomarkers used for the diagnosis of neuroimaging of Parkinson's disease.

Marino et al.

Cerebrospinal Fluid Blood Saliva
a-synuclein, o-o- synuclein, t-a-synuclein
LRRK2 hsa-miR-195, hsa-miR-15b, .hsa-mlR-221 , hsa-miR-181a,
hsa-miR-185
Cw/Zn-SOD
Lipid peroxidation assay
NOx phospho-a-synuclein, a-synuclein, oligo-a-synuclein,
Corslaplesmin forraridise oligo- phospho- a-synuclein, a-synuclein
miR-1; miR-153, miR409-3p, miR-19b-3p, A. 57 Biomarkers, B. 21 Biomarkers
miR-10a-5p, miR153/mir-409-3p LRRK2
iPD
PSMA2
AP1-42/t-tau ratio, Tau [T-tau], [P-taul81] LAMB2
ALDHIAL a-synuclein;
SKPIA HISTIH3E o aeddy;
t-a- synuclein
HSPAS8 BC051695.1
PSMC4 PHR5001
ALDHIAI NM _006790.1, NM_032855.1, NM_003141.2, NM 001544.2,
NM 024754.2
HIP2 BC005858.1, BC094687.1; BC027617.1

SNCA/PARK1/4, PRKN/PARK2, L1 (UCHL-1/PARKS),
PINK1/PARKS6, DJ-1 (DJ1/PARK7), LRRK2/PARKS,
VPS35/PARK17, EIF4G1/PARK18

miR-626; miR-505; miR-222, miR-1; miR-22; miR-29a; miR-16-2;
miR-26a2; miR-30*

k-TSP1; k- TSP2; k- TSP3, k-TSP4, k-TSPS; k-TSP1-5; k-TSP1-4;
k-TSP1-3; k-TSP1,3,4, SKP1A

HSPAS, PSMC4, ALDHIALI, HIP2

BC051695.1

Parnetti e al. [47] employed the detection of a-synuclein
(a-syn) by ELISA to differentiate PD patients from healthy
controls with 82% sensitivity and 71% specificity and an
area under the curve (AUC) of 0.87. Kiihbach et al. [48] re-
ported a LOD of 18 fM for a-syn in CSF and 14 fM for a-syn
in blood.

The most commonly used clinical criteria for the diagno-
sis of PD are described according to the United Kingdom
Parkinson's Disease Society Brain Bank or UKPDS-BB [49].
This bank divides the diagnosis into 3 steps. The first step
indicates a "probable" PD that includes the presence of brad-
ykinesia which is one of the major signs of PD associated
with others such as those described above. Step 2 includes
signs and symptoms such as history of repeated strokes with
gradual progression of parkinsonian features, history of cra-

nial trauma, history of definite encephalitis, among others
that exclude the onset of PD suggesting other causes of par-
kinsonism. Finally, step 3 should include three or more char-
acteristic signs and symptoms of PD to complete the diagno-
sis [27].

However, currently the most commonly used clinical
diagnosis that is replacing the UKPDS-BB is the MDS Clin-
ical Diagnostic Criteria, which obtains the result of probable,
possible and non-PD. This clinical diagnosis is based on per-
forming reflex tests, coordination, muscle strength and men-
tal function of the patient. The main symptoms observed in
the diagnosis of PD are: Tremor (rest and/or movement
tremor), bradykinesia (slow movements), rigidity and pos-
tural alteration (which may cause imbalance and/or fall) [43,
50] (Table 3).
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Additional clinical features include secondary motor
symptoms (hypomimia, dysarthria, dysphagia, sialorrhea,
micrography, gait, festination, postural instability, freezing,
dystonia, glabellar reflexes) and non-motor symptoms (auto-
nomic dysfunction, cognitive/neurobehavioral abnormalities,
such as anosmia, paresthesias and pain) [51, 52].

Table3. The most common major signs and symptoms in
patients with Parkinson's disease.
Common on the lips, chins and tongue; the trembling
Tremors in of the hands increases with walking and can be an
rest early sign when other signs are not present; It can be
aggravated by stress.
Muscle stiff- It presents increased resistance to passive movement,
ness causing underlying tremor (not visible tremor).
Tilt of the head, arms held in front of the body and
Postural elbows, hips and knees bent, ulnar deviation of the
abnormalities hands, reversed feet and side inclination of the body;
They are not specific symptoms of PD.
Slowness and loss of automatic movements; decreased
L range of repetitive movements, such as decreased
Bradykinesia § o ;
. blinking rate, decreased spontaneous expression of the
and Hypoki- - .
o4 face, loss of gesticulation; speech becomes low, slow
handwriting with small letters; slow walk (shorter step
and tend to drag their feet), difficulty in swallowing.
Loss of pos- | Risk of falling, inability to stand (accelerated gait, with
tural reflexes small steps and tendency to lean forward).
Temporary inability to perform active movements
Rigidity (affects the legs when walking), opening the lids,
speaking and writing.

Although these criteria are widely used, many problems
with the diagnosis of PD remain unresolved, such as: hetero-
geneity of clinical forms, frequent asymmetry, exclusively
unilateral onset (preferential in hand), among others [53].

The investigation of molecular activity at the level of
cellular pathways is also being a way to be explored in the
understanding and as a basis for diagnosis of PD. The main
characteristics of the disease are defined in a database, asso-
ciating specific genes. Thus, it is possible to associate the
molecular network involved in the function of the disease
[54].

In addition to the clinical criteria used, the diagnosis can
be confirmed by some magnetic resonance imaging (MRI)
and computed tomography (CT) findings whereas it is possi-
ble to observe the difference in the black matter of a normal
person and a patient with PD by MR [55].

These are the main tests used for the differentiation of
PD, Progressive Supranuclear Palsy (PSP) and autonomic
dysfunction suggestive of Multiple System Atrophy (MSA).
In addition, CT is used to differentiate PD from atypical and
secondary parkinsonism, as a complementary diagnosis for
early PD and for the detection of individuals at risk of devel-
oping PD. However, although the techniques are modern,
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they are not able to detect cerebral abnormalities that repre-
sent the pathological substrate of PD [55-57].

Neuroimaging is another technique that helps differenti-
ate PD with other parkinsonian syndromes. The method uses
radiotracers that have high affinity for several target mole-
cules essential for the transport and synthesis of dopamine.
All these radiotracers can be considered biological markers
(biomarkers) of nigrostriatal dopaminergic degeneration
[58].

As an example, the benzodiazepine 11C- (R) -PK11195
peripheral ligand, a selective marker of activated microglia is
used to visualize brain inflammation in vivo in PD patients.
The presynaptic dopamine transporter (DAT), is responsible
for the absorption of high affinity dopamine. It is found ex-
clusively in dendrites and axons of dopaminergic neurons
and is a potential marker of integrity of nigrostriatal projec-
tions. Various PET ligands (11C-CFT, 18F-CFT, 18F-FP-
CIT and 11C-RTI-32) and SPECT tracers (such as 1231-B-
CIT, 123I-FP-CIT, 123I-altropane, 11C-methylphenidate
and 99mTc -TRODATI) are now available to measure the
availability of DAT [59].

Another more recent technique to aid the diagnosis is the
identification of degeneration markers (proteins), such as o-
suculein, Lewis body, among others, in biological fluids of
patients with the pathology. However, this technique is still
in the development phase [60].

A strategy that is being used in diagnostic studies for PD
is the investigation of non-coding RNAs (micro-RNAs or
miRNA), single-stranded RNA, found between 21 and 25
nucleotides whereas the main function is to act as post-
transcriptional silencers as they pair with specific mRNAs
and regulate stability and translation. Studies involving cir-
culating miRNAs have been shown to be promising in the
diagnosis and prognosis of neurodegenerative diseases,
mostly PD. The correlation involving the miRNA dysregula-
tion and the PD was obtained from the studies of a homozy-
gous conditional mouse model with the CRE recombinase
model generated under the regulation of the DA transporter
promoter. This leads to the specific deletion in dopaminergic
neurons whereas it is verified that specific miRNAs are ca-
pable of targeting PD-related genes and thereby modulate
their functions in different cellular and animal models [61].

4. PHARMACOLOGICAL TREATMENT

The PD remains without cure therefore the pharmacolog-
ical treatment is aimed primarily at controlling symptoms.
The availability of treatment enables the possibility to main-
tain a good functional mobility, increasing the life expectan-
cy of patients [62]. For this, studies are conducted to develop
new drugs, using animal models such as rodents that help
both the development of drugs and better understanding of
pathophysiology and symptoms [63].

The pharmacological approach aims primarily to restore
dopaminergic activity which is reduced. However, the an-
tiparkinsonian drugs cause many side effects, which deter-
mine that they should be used only when symptoms are im-
pairing job performance or daily tasks. Currently, the phar-
macological treatments can function as dopaminergic sup-
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plementations with levodopa, COMT, anticholinergics, do-
pamine agonists and MAO-B inhibitors [64].

4.1. Dopaminergic Supplementation

The levodopa (L-dopa) is a drug considered as first line
treatment for PD, and is always associated with a COMT
inhibitor in the same formulation (levodopa and carbidopa)
or with a dopamine decarboxylase inhibitor (levodopa and
benserazide). It is a dopamine precursor which is able to
penetrate the blood-brain barrier. The L-dopa is decarbox-
ylated by the action of the dopa decarboxylase enzyme, thus
increasing the amount of dopamine in the substantia nigra
[64, 65].

A large amount of this drug, which is administered oral-
ly, is decarboxylated by the action of MAO present in the
intestinal mucosa and other peripheral sites. The release of
dopamine in peripheral circulation by this conversion causes
many side effects, particularly nausea. It is also for this rea-
son that only 1-3% of the administered levodopa arrives un-
altered to the brain [4].

In order to reduce the concentration of levodopa that is
degraded systemically, and decrease the dose which is ad-
ministered daily, the drug is associated with other drugs (in-
hibitors of enzymes which metabolize dopamine). These
associations can reduce the peripheral metabolism of levo-
dopa and increase its plasma levels, with consequent increase
in plasma half-life and concentration of dopamine in the cer-
ebral circulation [66].

The use of this drug causes various side effects, among
which we can mention gastrointestinal effects such as ano-
rexia, nausea and vomiting that appear when levodopa is
used without combination with inhibitors; cardiovascular
effects (patients taking levodopa may present cardiac ar-
rhythmias, including tachycardia, ventricular premature beats
and atrial fibrillation, effects attributed to the formation of
peripheral catecholamines); discinesia in 80% of patients
that receive L-Dopa treatment for a long period indicating
involuntary movements of writhing (dyskinesia); ON-OFF
effect; with continued use of levodopa there may be fluctua-
tions of the patient’s clinical status; rigidity and hypokinesia
worsen suddenly and may last a few minutes or even hours.
The ON-OFF effect can make the patient stop walking sud-
denly and make the patient feel attached to the ground [4].

The carbidopa, unlike levodopa, carbidopa does not cross
the blood-brain barrier. Its action is to inhibit only the ex-
tracerebral decarboxylation of levodopa, leaving more levo-
dopa available at its place of action [67].

4.2. Dopaminergic Drugs

Dopamine agonists act on the postsynaptic dopamine
receptors, does not require enzymatic conversion to carry out
its activity. These drugs are more effective than L-dopa in
the treatment of late stage PD. They may also be used in
combination with levodopa in PD advanced stages to assist
in the control of motor complications. These drugs can be
classified into non-ergot and ergot (ergot derivatives); how-
ever, the latter is not often indicated due to the side effects
that the drug produces [68].

Marino et al.

The actions of dopamine in the brain are mediated by a
family of receptors of this neurotransmitter. There are five
different types of dopamine receptors in the brain, but in PD
the most important are D1 and D2. They are located in the
nigrostriatal region responsible for motor body control. The
most widely used drugs are those not derived from ergot:
pramipexole, ropinirole, rotigotine, apomorphine; and deriv-
atives of ergot: pergolide, bromocriptine, cabergoline, li-
suride (Table 4). These drugs act directly on those receptors
[69].

Apomophine is a semi-synthetic alkaloid derivative that
presents agonist action at dopamine receptors in nigrostriatal
pathways. It is a potent drug with the disadvantage of having
to be administered parenterally and can also be administered
subcutaneously by the patient itself at a dose of 1-2 mg
(equivalent to 0.1-0.2 mL of the commercial preparations),
leading to a reversal of the off state in less than 10 minutes
and the effect lasting between 60-80 minutes, and can be
repeated every 3 hours, if necessary, and is also widely used
for research related to PD induction in animals and treatment
[70].

Bromocriptine was the first dopamine agonist used in the
treatment of PD. It has a strong action on the D2 receptor
and is a partial agonist of DI receptors. The drug does not
require enzymatic conversion to perform its activity and does
not depend on the functional capacity of the nigrostriatal
neurons. It is more effective than L-dopa in the treatment of
late stage PD [71].

Carbegoline, has higher affinity for D2 receptors and
lower affinity for al and o2 adrenergic D1 receptors [72].
Lisuride, shows potential affinity for dopamine receptors
[73]. Pergolide is a dopaminergic agonist drug that exhibits
antiparkinsonian properties by directly stimulating the D1
and D2 receptors. This drug has a satisfactory efficacy for
patients that never received Levodopa [74].

Piribedil has affinity for the D2 and D3 receptors and is
also an alpha-2 adrenergic antagonist. It presents side effects:
postural hypotension, somnolence and gastrointestinal disor-
ders [75].

Pramipexole, is a dopaminergic agonist of the D2 sub-
family of dopaminergic receptors with greater affinity for the
D3 rapidly absorbed after oral administration, with bioavail-
ability higher than 90%. The maximum plasma concentration
occurs within 1 to 3 h, half-life is 10 h. Only 10% of the drug
is metabolized and eliminated by the kidneys. A positive
characteristic of this drug is that it does not significantly bind
to plasma proteins and does not suffer interference from co-
administration with food. The most common side effects are
excessive daytime sleepiness, orthostatic hypotension, dizzi-
ness, insomnia and hallucinations [76]. This drug is available
on immediate release (IR), and a once-daily extended release
(ER) formula [77]. Ropinirole has high affinity for the D2
subfamily of dopamine receptors (D2, D3 and D4). The side
effects are similar to those of pramipexole [78]. For Rotigo-
tine, is mechanism of action is not well elucidated, however,
this drug has affinity to D1, D2 and D3 receptors promoting
the improvement of dopaminergic transmission in the basal
region [79]. Rotigotine is a dopaminergic agonist with action
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at the D1 dopamine receptor. Its mechanism of action is not
very clear, as it is not directly related to the improvement of
motor symptoms. However, a significant improvement in
patient sleep and pain caused by fluctuation due to excess
dopamine, which occurs when there is prolonged use of
levodopa, has been observed. However, a study of conjugat-
ed rotigotine to polyoxazoline polymer demonstrated in-
creased half-life of the drug and decreased the motor symp-
toms of rats with PD, indicating that in future this will be the
new formulation for use of the transdermal patch containing
rotigotine [80].

Another study carried out in Brazil by the Federal Uni-
versity of Pernambuco with 224 Parkinson patients with vis-
ual hallucinations showed that patients taking rotigotine had
4 times more prevalence and rasaligine 3 times more than the
other antiparkinsonian drugs used (Table 4). In addition, the
drug should be used with medical follow-up due to this side
effect [81].

4.3. Monoamine Oxidase B Inhibitors

The monoamine oxidases (MAO) are enzymes responsi-
ble for the decarboxylation of catecholamines. There are two
isoforms, MAO-A which mainly metabolizes serotonin and
noradrenaline and MAO-B which metabolizes dopamine.
The reduction of monoamine oxidase B activity results in an
increase in the amount of dopamine in the neurons, in addi-
tion, MAO-B is directly related to conversion of the toxic
substance MPTP (methyl-phenyl-tetrahydropyridine), which
causes Parkinsonian syndrome, in its neurotoxic form MPP™,
This form inhibits the enzyme NADH CoQI resulting in
excessive production of free radicals leading to inhibition of
mitochondrial respiration that contributes to neuronal injury
through death by apoptosis in the substantia nigra [3].

The MAO-B inhibitors are associated with L-dopa, in-
creasing levels of dopamine in the synaptic cleft and provid-
ing a symptomatic improvement. However, the MAO-B in-
hibitors bind irreversibly to the enzyme that causes various
side effects, especially due to interactions with sympatho-
mimetic drugs and foods containing tyramine, resulting in
severe hypertensive reactions [82]. The selegiline and rasa-
giline (Table 4) is the most used drugs of this class, however,
recently a new MAO-B inhibitor, safinamide, appeared in
the market (Table 4).

Selegiline or L-Deprenyl is an irreversible inhibitor of
MAO-B enzyme. Brain dopamine released after the synapse
is recaptured by the presynaptic neuron [83].

The rasagiline mesylate is a selective and irreversible
inhibitor of MAO-B enzyme. The mechanism of action is
performed by one of its metabolites, the 1-aminoindan, but is
not MAO-B, so it has been proposed that this drug presents a
neuroprotective action mechanism which is independent of
the inhibition of MAO B [84].

Safinamide is a reversible MAO-B inhibitor drug used as
a co-complementary treatment for levodopa to reduce ad-
verse effects such as fluctuation. Some countries still do not
recognize it as a drug for use in PD pharmacotherapy. Stud-
ies have revealed that safinamide has more than one mecha-
nism of action, such as inhibition of Na~ and Ca®" channels
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and inhibition of glutamate release. Regarding the dyskinesia
symptom, the effect of the drug can be observed after a long
time of treatment, since there is no significant improvement
at the beginning of treatment [85] (Table 4).

4.4, Catechol-o-methyltransferase Inhibitors

The COMT is an enzyme involved in DA metabolism
and consequently of levodopa. Drugs that act inhibiting the
enzyme increases the bioavailability of dopamine in the syn-
aptic cleft. Generally, these COMT inhibitors are associated
with levodopa to prolong its therapeutic effect and reduce
the side effects, such as motor fluctuations that dopaminergic
supplementation causes. These drugs (entacapone and tolca-
pone in Table 4) used in the initial phase of PD, are relative-
ly new and are among the most studied nowadays for the
treatment of PD. Despite their therapeutic potency, pro-
longed usage for up to six weeks can cause diarrhea and
hepatotoxicity [86].

Brooks ef al. [87] conducted a study to compare the drug
efficacy of a group using levodopa/carbidopa, and a group
using levodopa/carbidopa/entacapone under UPDRS II (av-
erage on-off state) in parkinsonian patients that did not show
floatation. It was observed that after six months of treatment,
the second drug combination showed a slight superiority
over the first (down from 0.6 points to 0.1 points).

Entacapone inhibits the enzyme COMT which is respon-
sible for the metabolism of dopamine in the synaptic cleft
[88], is a reversible COMT inhibitor, an enzyme that metab-
olizes levodopa to 3-O-methyl-dopa and increases the
amount of levodopa available peripherally.

Tolcapone, is one of the drugs most studied for the treat-
ment of PD acting by inhibiting the enzyme COMT [89].

Opiocapone is used in combination with levodopa/DOPA
decarboxylase inhibitors, because fluctuations are related to
a reduction in the effect of levodopa, switching the patient to
the on state (where the disease is controlled), in which it is
able to move to the off state (where symptoms reappear),
which presents difficulty in movements. This drug is availa-
ble as capsules (25 mg and 50 mg) for oral administration
[90].

4.5. Anticholinergic Drugs

Anticholinergic drugs were one of the first treatments
widely used for PD, and long remained the only therapeutic
option for this disease. The anticholinergic action mecha-
nism is still unknown, although it is suggested action on the
imbalance between striatal dopamine and cholinergic activity
in the cholinergic, muscarinic and nicotinic receptors. Anti-
cholinergics (biperiden, piribedil and trihexyphenidyl shown
in the Table 4) used in PD are specific for muscarinic recep-
tors, which act by blocking the muscarinic receptors with the
objective of increasing the dopamine concentration in the
synaptic cleft therefore controlling the tremor characteristic
of the disease. However, these drugs are ineffective for con-
trol of bradykinesia and stiffness [91].

It is believed that anticholinergic drugs have more side
effects than other drugs used to treat PD, in particular with
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Table4. Classes of antiparkinsonian drugs.
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regard to cognitive and neuropsychiatric symptoms. They
can also cause blurring as collateral visual effects with lim-
ited accommodation, urinary retention and nausea. All these
effects are more common in the elderly or in patients with
cognitive disorders. Therefore, the use of anticholinergic drugs
is not indicated for patients with dementia [92]. Table 4 shows
the main drugs used in the treatment of PD with description
of their mechanism of action and molecular structure.

Amantadine potency is considerably lower than Levodo-
pa and the investigations of the mechanism of action indi-
cates dopaminergic activity in D2 receptors [93]. With the
adverse effect of dyskinesia due to prolonged usage of levo-
dopa, studies have been done with amantadine that demon-
strated significant antidyskinetic effects in PD models in

animals and in randomized, double-blind, placebo-controlled
clinical trials of PD patients. The hypothesis of the mecha-
nism of action suggested by the studies is regarding the
blockade of NMDA receptors that modulate the glutama-
tergic-dopaminergic-cortico-striatal interactions involved in
the genesis of neurodegenerative diseases. There are three
pharmaceutical forms of amantadine currently available on
the market: an immediate release oral formulation, which is
widely available; a sustained release formulation (ADS-
5102) which has been recently developed and approved by
the FDA; and an intravenous infusion solution, which is not
commonly used in clinical practice [94].

Biperiden is an older drug used for the treatment of PD.
Its mechanism of action is based on the reduction of cholin-
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ergic activity, contributing to the reestablishment of acetyl-
choline and dopamine in the nigrostriatal region [95].

Trihexyphenidyl (THP) has a mechanism of action to
inhibit cholinergic activity, contributing to the reestablish-
ment of acetylcholine and dopamine in the nigrostriatal re-
gion [72]. An in vivo study in mice with dopamine deficien-
cy demonstrated that direct infusion of THP into the striatum
increased the extracellular DA neurotransmitter to normal
levels, indicating that the site of action is the striatum. This
action is probably due to THP acting directly on M1 and / or
M4 mAckRs in SPNs to increase DA release via known ret-
rograde endocannabinoid signaling between spiny projection
neurons and DA neurons or axonal collateral pathways in
cholinergic interneurons [96].

CONCLUSION

Based on the literature review carried out in this study, it
is possible to perceive that research is advancing for discov-
ering new mechanisms of the pathophysiology of PD allow-
ing the development of new safer and more effective drugs.
The treatments currently used are limited to the improvement
of the quality of life of patients, reducing or delaying symp-
toms. For some patients the treatment is inadequate, making
the person unable to perform daily activities, facilitating the
development of depression which results in greater need of
attention by the caregiver.

On the other hand, diagnostic techniques are advancing.
Initially, the diagnosis was only clinical, whereas there is
now the possibility of performing imaging tests that identify
changes in the region of the substantia nigra that are com-
mon among Parkinson patients. Another prospective diag-
nostic is the ELISA test to detect some characteristic bi-
omarkers of PD, this will decrease the cost of diagnosis and
make it more affordable for everyone. With the possibility of
identifying PD in the initial phase, the treatment will be
more effective due to neuroprotection and thus delay neu-
ronal death.

Considering these aspects of PD, understanding the path-
ogenesis mechanism is extremely important so that drugs can
be developed to treat the cause and therefore cure the patient.
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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 inibitéria de monoamina oxidase B para o desenvolvimento de candidatos a

farmacos para o tratamento da Doenca de Parkinson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar as regides farmacoféricas das substancias naturais selecionados;

b) Determinar o modo de interacdo entre as substancias naturais selecionadas e a
enzima monoamina oxidase B através do docking molecular;

c) Predizer as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas das substancias naturais
selecionadas;

d) Propor analogos mais ativos da substancia natural que apresentou resultados mais
relevantes nas etapas anteriores;

e) Predizer a atividade in silico os analogos propostos

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

propostos.
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Resumo: A doencga de Parkinson (DP) é causada pela falta de dopamina, ocasionando um desequilibrio nas regides cognitivas e motoras do
cérebro. Portanto, a busca por novos inibidores é importante para aumentar as possibilidades terapéuticas. Assim, as plantas medicinais sdo
mais estudadas por apresentarem muitas substancias com atividades bioldgicas variadas. Com a Quimica Medicinal, por meio de estudos in
silico, é possivel 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 as semelhangas 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 predigao da atividade da MAO-B para o desenvolvimento
de farmacos candidatos ao tratamento da DP. De acordo com os resultados obtidos in silico, foi possivel identificar o Amburosideo A como um
bioligante promissor a partir do qual foram obtidas os analogos PMC1, PMC2, PMC3, sendo o ultimo testado em Peixe-zebra para teste de

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

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

Introducao

O diagnéstico das doengas neurodegenerativas esta aumentando gradualmente na populagao mundial, devido ao crescente niumero
de pessoas na faixa etaria idosa. A doenga neurodegenerativa mais diagnoesticada é a Doenga de Alzheimer, e a segunda mais comum € a

Doenga de Parkinson (DP), em que acomete pessoas de 55 a 60 anos!. E no Brasil, houve um aumento na frequéncia de doengas
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neurodegenerativas diagnosticadas em individuos com idade acima dos 60 anos, incluindo a Doenga de Parkinson. A DP é uma doenca
neurodegenerativa causada pela morte de neurénios doparminérgicos os quais sdo responsaveis pela sintese do neurotransmissor dopamina
(DA), afetando as regides cognitivas e motoras do cérebro!?. A causa da degradagéo dos neur6nios ainda nao foi descoberta, porém surgiram
algumas hipoteses para explicar a fisiopatologia da DP, sendo uma dessas hipdteses 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 sinaptica 4

Tendo em vista a relagdo da MAO-B com a fisiopatologia da DP, o foco de muitos estudos esta sendo os inibidores dessa enzima
com o objetivo de diminuir sua atividade e aumentar a DA na fenda sinaptica, além de reduzir a produgao de radicais livres. Porém, essa classe
de medicamentos ndo é muito utilizada no tratamento devido aos seus efeitos colaterais, e isto causa a falta de adesdo dos pacientes ao
tratamento > © Dessa forma, ha um crescente nimero de estudos com plantas medicinais, considerando sua variedade de substancias naturais,
em que podem auxiliar no desenvolvimento de farmacos com melhores atividades, e, também, ha uma maior ades@o ao tratamento pela
populagéo brasileira quando o medicamento é de origem natural. Entre as plantas medicinais que sdo encontradas na flora brasileira, tem-se a
Passiflora incarnata e Amburana cearensis com potencial efeito antioxidante e neuroprotetor, das quais podem ser utilizadas as substancias
naturais para planejar farmacos antiparkinsonianos [ &

Desde o século XVIll, a descoberta de novos farmacos era realizada de forma aleatéria baseada em conhecimentos tradicionais,
observagdes empiricas da utilizagdo de produtos naturais para o tratamento de doencas. Apesar de ndo analisarem de forma correta, foi possivel
identificar muitas moléculas com atividade farmacologica importante. No decorrer do tempo, as analises foram bastante aprimoradas, utilizando
o processo de triagem de varias moléculas em ensaios in vitro e/ou in vivo, surgindo uma nova area na descoberta de farmacos chamada
Quimica Medicinal, que integra os ensaios in vitro e in vivo com os estudos in silico com o advento dos computadores, que utiliza ferramentas
computacionais para simular varios testes, como propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas, predicao de atividade e viabilidade sintética,
entre outros [,

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, comegou a utilizar o peixe Danio rario, popularmente conhecido como Zebrafish, pois esse peixe possui muitas caracteristicas
importantes para a realizagado de varios estudos, como por exemplo: crescimento rapido facilitando estudos de toxicidade reprodutiva, e menor
custo financeiro tanto para compra quanto para a manutengdo do ambientel'?. Além disso, os peixes Zebrafish apresentam caracteristicas
anatémicas e funcionais semelhantes as dos mamiferos, como o cérebro onde tem-se os neurdnios dopaminérgicos, células de Purkinje do
cerebelo e os neurdnios motores. Alguns estudos sugeriram que a neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) é metabolizada
em embribes e larvas de Zebrafish por uma monoamina oxidase semelhante & MAO-B de mamifero [

De acordo com os dados obtidos na literatura cientifica, este estudo teve como objetivo realizar o planejamento de candidatos a
farmaco inibidores da MAO-B a partir do protétipo de origem natural, através da Quimica Medicinal, utilizando planejamento in silico, sintese

dos anélogos e avaliagao da toxicidade in vivo.

Resultados e discussio

Pesquisa bibliografica das substancias naturais

Na Figura 1, observam-se o medicamento, utilizado como padrao, e as substancias 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 &4 7.20.21,22],
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Figura 1 - Estrutura quimica da Selegilina (1), e das substancias naturais Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4), Harmalol (5).
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A Selegilina foi o primeiro inibidor da MAO-B a ser descoberto. A molécula foi sintetizada por Zoltan Ecseri na Chinoin
Pharmaceuticals (Budapeste, Hungria) em 1962, e seu efeito inibitério seletivo da selegilina em uma das isoformas da MAO foi
identificado por Knoll e Magyar (1972). Desde entao, esse farmaco € utilizado para o tratamento da DP, pois € um inibidor irreversivel
que em altas doses apresenta atividade antidepressiva, possui, também, agdo neuroprotetora frente a MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina) e seus efeitos simpatomiméticos estdo relacionados a metabdlitos de metanfetamina. Porém, devido aos seus efeitos
adversos como ins0Onia, vertigens, cefaléias, bradicinesia entre outros, os pacientes abandonam o tratamento 2% 6.,

Das varias 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 Amazonia, com o intuito de valorizar as plantas da flora nacional, no
qual foram relatados estudos experimentais com atividade neuroprotetora em modelos de DP induzida & 2024,

A. cearensis (sin. Torresea cearensis) € uma planta pertencente a familia Leguminosea, popularmente conhecida por diversas
designagdes, como imburana de cheiro, cerejeira e cumarul?4, Em estudo de revisdo de plantas brasileira com atividade inflamatéria,
foram relatadas as substancias 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-inflamatéria consideravel, pois inibiram a migragdo de neutrdfilos e leucdcitos e a produgéo de
TNF-a e prostaglandinas E2[?%. Em outro estudo, os glicosideos fendlicos encontrados na A. cearensis, Amburosideo A e B tiveram sua
atividade bioldgica avaliada em culturas de células expostas a 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
neuroprotecao [7, 20].

P. incarnata conhecida popularmente como maracuja, palavra de origem indigena (tupi), € uma planta herbacea, trepadeira,
oriunda do norte da América do Sul. Os principais constituintes das folhas de P. incarnata sao flavonoides (0,25%), tais como vitexina,
isovitexina, orientina, isoorientina, apigenina e kampferol. Alcaloides com base em viz sistema anel R-carbolina, harman, harmina,
harmalina e harmalol s3o referidos como sendo compostos antiparkinsonianos eficazes??. Também foram avaliados os flavonoides
com potencial atividade antioxidante como antiparkinsoniano e para o melhoramento da memoria no tratamento da Doenga de
Alzheimer em que os resultados apresentaram diminuigdo significativa de radicais livres®. 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 € um modelo animal usado para o rastreio de farmacos e obtiveram

resultados positivos quanto a atividade!?:
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Derivacao do padrao farmacoférico

Farmacdéforo € o conjunto de caracteristicas eletrénicas e estéricas que identifica um ou mais grupos funcionais ou
subunidades estruturais, necessarios ao melhor reconhecimento molecular pelo receptor e, portanto, para o efeito farmacoldgico
desejado, estes sdo classificados por scorel’”. A Selegilina e as 4 substancias de origem natural foram submetidos ao webservidor
PharmaGist obtendo-se o farmacéforo. A Figura 2 apresenta o resultado do farmacdéforo tendo a Selegilina como molécula pivd, porém
no agrupamento teve somente o produto natural Harmalina com o score 4,825 apresentando as caracteristicas espaciais: um grupo
aceitador de ligagao de hidrogénio (esfera amarela), um grupo hidrofobico (esfera verde) e uma regiao aromatica (esfera roxa),
indicando que provavelmente a Harmalina possui as mesmas regides essenciais que a Selegilina.

Hagenow e colaboradores (2020) identificaram, para o inibidor da MAO-B, o padrdo farmacoférico com uma regiao
hidrofébica, duas regies aceitadoras e uma regido aromatica?®. Enquanto que Mathew e colaboradores (2017), encontram um modelo
com um aceitador de hidrogénio, um hidrofébico e duas regides aromaticas. No presente estudo, a regidao aromatica, aceitadora de

hidrogénio e hidrofobica assemelharam-se aos estudos anteriores??.,

Figura 2 - Derivagao do grupamento farmacoférico da Selegilina e as 4 substancias naturais.

Aceptor de hidrogénio

Regido aromatica

Regiao hidrofébica

Estudo de docking molecular

Para o estudo da simulagdo do docking considerou-se, como ligante, o medicamento padréo Selegilina (1) e as substancias
naturais Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4), Harmalol (5) e, como enzima, a MAO-B. Para isso, primeiramente, foi feita a
selegao a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) da estrutura cristalografica da MAO-B depositada na forma de complexo
sob o codigo 4A79, com a resolugdo de 1,89 A. O programa utilizado foi o GOLD 5.4 que utiliza o algoritmo genético para fins de
experimentos de docking flexivel de ligantes dentro de sitios de ligagado de proteinas!'®* E este foi utilizado para identificar o sitio de
ligacdo da MAO- B para que seja feita a simulagao da interagao entre os ligantes e a enzima.

A validagéo do programa para simulagéo do docking consiste na replicagdo do resultado experimental das posi¢cdes dos
atomos do ligante em relagéo ao sitio ativo da enzima, adquirido do complexo cristalografico, e através do programa GOLD 5.4 foram
realizados varios testes de acoplamentos na tentativa de obter as mesmas posi¢des dos atomos do resultado experimental. O método
mais utilizado para analisar se o programa conseguiu reproduzir o resultado experimental é o calculo do Desvio Quadratico Médio
(RMSD) na qual estudos anteriores mostraram que resultados menores de 2 A possuem alta taxa de sucesso para a replicagdo do
resultado experimental®. Por meio do programa Discovery Studio Vizualizer?" foi possivel visualizar o valor de RMSD de 1,381 A

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

molécula verde = rmelhor conformagéo do docking).

RMSD: 1,381 A

As interagoes hidrofébicas ocorrem entre regides apolares como anéis aromaticos e metilas. As ligagdes de hidrogénio

convencionais sao caracterizadas quando uma regiao aceitadora de proton interage com uma regiao doadora de préton devido a
diferencga de eletronegatividade. Este tipo de acoplamento ocorre entre dtomos eletronegativos tais como oxigénio e nitrogénio®'. As
ligagbes de hidrogénio com a distancia abaixo ou igual a 3 A séo relevantes para afirmar que ha interagdo, enquanto as ligagdes
hidrofébicas possuem distancia abaixo ou igual a 5 A para que haja interagéo entre os aminoéacidos e a produto natural ligante®2,

A Figura 4 mostra as possiveis interagdes entre os residuos de aminoacidos do sitio ativo que foram selecionados conforme
descrito na literatura: TYR398, TYR435, PHE343, LEU171, TYR326, ILE316, PRO104, PRO104, ILE199, LEU171, CYS172, TRP1193 e
o medicamento padrdo, Selegilina, juntamente com as substancias naturais estudadas. As analises demonstraram que as possiveis
ligagbes foram na maioria interagdes hidrofébicas, e tiveram dois aminoacidos em comum LEU171 e CYS172, e todas as moléculas

estudadas tiveram interagao com mais de 3 aminoacidos entre os 12 do sitio ativo.

Figura 4 — Representagéo da simulagéo de docking molecular dos residuos de aminoacidos do sitio ativo da MAO-B e as substancias

naturais estudadas: Selegilina (1), Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4) e Harmalol (5).
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ILE316

Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados da simulagdo de docking com as possiveis interagdes para a molécula padrao
Selegilina (1), e as substéncias de origem natural Amburosideo A (2), Harman (3), Harmalina (4) e Harmalol (5).

A simulagéo de docking entre a Selegilina e os residuos de aminoacidos da MAO-B apresentou 8 interagbes em 6 residuos
de aminoacidos diferentes do sitio ativo: CYS172, TYR326, PRO104, ILE316, ILE199 e LEU171. Todas as interagdes foram hidrofébicas,
com excegao da interacdo com o residuo de aminoacido CYS172 no qual obteve-se uma interacdo de van der Waals entre o 4tomo de
enxofre do aminoacido CYS172 e a ressonancia do anel aromatico da molécula com distancia de 4,73 A. Com o residuo de aminoacido
TYR326, observaram-se duas interagdes hidrofébicas, uma entre a ressonancia do anel aromatico do aminoacido e o carbono do
radical metila da molécula, e a outra entre os anéis aromaticos tanto do aminoacido quanto da molécula, com distancias 5,28A e 5,46A,
respectivamente. Com o residuo de aminoacido PRO104 obteve-se uma interagao hidrofébica entre um grupo alquil do aminoacido e
o0 4tomo de hidrogénio da molécula com distancia de 3,99 A. Com o residuo de aminoacido ILE316, observaram-se duas interagdes
hidrofébicas, entre um grupo alquil do aminoacido e o carbono do radical metila, e outra interagéo entre o grupo alquil do residuo de
aminoé&cido e o carbono terciario da Selegilina, com distancias de 4,84 A e 4,64 A, respectivamente. Com o residuo de aminoacido

ILE199, obteve-se uma interacdo hidrofébica entre um grupo alquil do aminoacido e o carbono do radical metila da molécula com
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distancia de 4,22 A. Com o residuo de aminoacido LEU171, obteve-se uma ligagdo hidrofébica entre um grupo alquil do aminoacido e
o anel aromatico da molécula com distancia de 4,24 A, com o score 64.54.

A simulagé@o entre a Amburosideo A e os residuos de aminoacidos da MAO-B apresentou 7 ligagdes em 5 aminoacidos
diferentes: LEU171, CYS172, TYR398, TYR435 e ILE199. A maioria das interagoes € do tipo hidrofébica (4), e também ocorreram trés
interacdes de hidrogénio entre os atomos de hidrogénio (H) e oxigénio (O). Com o residuo de aminoacido LEU171, obteve-se uma
interagdo do tipo hidrofébica entre o grupo alquil do residuo de aminoéacido e o anel aromatico da substancia natural com distancia de
3,97 A. O residuo de aminoacido CYS172 apresentou duas interagdes, uma do tipo interagdo de hidrogénio entre o H do aminoacido
e O da substancia natural com distancia de 2,65 A, e a outra do tipo hidrofébica entre um grupo alquil do residuo de aminoacido e o
anel aromatico da substancia natural, com distancia de 5,06 A. Com o residuo de aminoacido TYR398, obteve-se uma interagéo de
hidrogénio entre os 4tomos de O do residuo de aminoacido e o H do Amburosideo A com distancia de 2,11 A. O residuo de aminoacido
TYR435 apresentou uma interagéo de hidrogénio entre o O da hidroxila do aminoacido e o H do Amburosideo A com distancia de 2,51
A. O residuo de aminoacido ILE199 apresentou duas interagdes hidrofébicas, entre grupos alquil do residuo de aminoacido e o anel
aromatico do Amburosideo A, com distancias de 3,83 A e 4,89 A, com o score de 105.20.

Na simulagdo entre a Harmam e os residuos de aminoacidos da MAO-B, foram observadas 7 interagdes em 4 aminoacidos
diferentes: TYR435, TYR398, LEU171 e CYS172. A maioria das interagdes é do tipo hidrofébicas e apenas uma do tipo interagao de
hidrogénio. Com o residuo de aminoacido TYR435, observaram-se duas interagdes, uma do tipo interagcao de hidrogénio entre o O do
residuo de aminoacido e o H do Harmam, e outra do tipo hidrofébica entre o anel aromatico do residuo de aminoéacido e o grupo alquil,
com distancias de 2,09 A e 3,84 A, respectivamente. Com o residuo de aminoacido TYR398, observaram-se trés interagdes do tipo
hidrofébica, uma entre os anéis aromaticos do residuo de aminoacido e da Harmam, outra entre o anel aromatico do residuo de
aminoacido e o anel pirrolidinicoda Harmam, e uma entre o anel aromatico do residuo de aminoacido e o grupo alquil do Harmam com
distancias 4,51 A, 5,36 A, 4,06 A, respectivamente. O residuo de aminoacido LEU171 apresentou uma interagéo do tipo hidrofébica
entre o grupo alquil do residuo de aminoacido e o anel aromatico do Harmam com distancia de 4,52A. O aminoacido CYS172
apresentou uma interagao hidrofébica entre o grupo alquil do residuo de aminoacido e o anel aromatico do Harmam com distancia
4,83A, com score de 64.01.

Na simulagéo entre a Harmalina e os residuos de aminoacidos da MAO-B, observaram-se 8 interagdes em 5 aminoacidos
diferentes: ILE199, CYS172, TYR326, ILE316 e LEU171. A maioria das ligagdes foi do tipo hidrofébica, sendo somente uma do tipo
interagao de hidrogénio. Com o residuo de aminoacido ILE199, obteve-se uma interagao de hidrogénio entre os atomos O do residuo
de aminoéacido e H da Harmalina, e trés interagdes do tipo hidrofébica sendo uma entre o grupo alquil do residuo de aminoéacido, e os
trés anéis aromaticos do produto natural, com distancias de 3,08 A, 4,79 A, 4,86 A e 4,22 A, respectivamente. Com o residuo de
aminoacido CYS172, obteve-se uma interagdo entre o atomo de enxofre (S) do aminoacido e o anel aromatico da Harmalina com
distancia de 4,76A. Com o residuo de aminoacido TYR326, obteve-se uma interagao do tipo hidrofébica entre os anéis aromaticos do
residuo de aminoéacido e o grupo alquil da Harmalina com distancia de 3,36A. O a residuo de minoacido ILE316 apresentou uma
interacdo hidrofébica entre grupos alquil do residuo de aminoacido e a piridina da Harmalina com distancia 4,87 A. O residuo de
aminoacido LEU171 apresentou duas interagdes do tipo hidrofébicas, uma entre o grupo alquil do aminoéacido e o anel aromatico da
Harmalina com distancia de 4,21 A, com score 57.32.

Na simulagao entre o Harmalol e os residuos de aminoacidos da MAO-B, 7 interagées em 5 aminoacidos diferentes foram
observadas. Todas as interagdes sao do tipo hidrofébicas. Com o aminoacido CYS172, obteve-se uma interagdo entre o enxofre (S)
do residuo de aminoéacido e o anel aromatico do Harmalol com distancia de 4,88 A. Com o residuo de aminoacido TYR326 observaram-
se duas interagdes, uma entre os anéis aromaticos do residuo de aminoacido, com o grupo alquil do Harmalol, com distancias de 5,34
A e 4,92 A, respectivamente. Com o residuo de aminoacido LEU171, obteve-se uma interagio entre o grupo alquil do residuo de
aminoacido e o anel aromatico do Harmalol com distancia de 4,19 A. O residuo de aminoacido ILE199 apresentou uma interag&o entre
os grupos alquil do aminoacido e o grupo piridina do Harmalol com distancia de 4,20 A. O residuo de aminoéacido ILE316 apresentou
duas interacdes entre os grupos alquil do residuo de aminoacido e anel aromatico do Harmalol com distancias de 5,28 Ae4,72 A com
score de 57.50.

Contudo, a molécula padréo Selegilina € um medicamento inibidor irreversivel da MAO-B utilizado no tratamento da DP, essa

caracteristica de irreversibilidade estd associada aos efeitos adversos dos inibidores devido inativar, totalmente ou parcialmente, a

Artigo 36



enzima por longo periodo de tempo, em alguns casos ocasionando a destruigao de alguns grupos funcionais do sitio ativo, no qual esta
relacionado com as ligagbes do tipo covalente, e nesse caso supde-se que a ligagdo covalente esta entre o atomo de enxofre do
residuo CYS172 e a molécula, além de ser a Unica que apresentou interagdo fraca com o residuo de aminoacido PRO104 porém
importante para conformacao e estabilizagao da interagao, com isso supde-se que essas duas interagdes podem ser a causa dos
efeitos colaterais desse medicamento. Para os resultados do docking, a Selegilina apresentou 8 interagdes em seis aminoacidos
diferentes sendo CYS172, TYR326, PRO104, ILE316, ILE199, LEU171, e o resultado mais préximo da molécula padrao foi do produto
natural Harmalina por apresentar 8 interagdes com os mesmos aminoacidos os quais a Selegilina também interagiu, com exceg¢ao do
PRO104. Portanto, pode-se deduzir que a Harmalina possui maior probabilidade dentre as quatros substancias de origem natural de
apresentar atividade inibitéria da enzima MAO-B, da mesma forma que a Selegilina, indicando inibigdo irreversivel. No entanto, a
substancia natural Amburosideo A apresentou 7 possiveis interagdes em que 3 foram com aminoacidos iguais a qual Selegilina
interagiu, e 2 aminoacidos diferentes pertencentes ao sitio ativo, e o seu score foi mais alto (105,20) em relagdo as outras moléculas,
indicando que provavelmente a agao inibitoria da Amburosideo A é diferente da Selegilina, podendo ser reversivel, caracteristica essa
almejada no planejamento de farmacos com agao inibitéria da MAO-B.

O estudo de Dhiman, Malik e Khatkar®*!apresentou o docking da piperina, alcaldide da Piper nigrum, em que demonstrou
possiveis ligagdbes com TYR326, TYR398, PHE168, TRP119, PHE103, ILE199, CYS172, PHE343 E TYR188. Ressaltando que as
substancias naturais do presente estudo também apresentaram interagbes com esses residuos de aminoacidos, sendo em destaque
a Amburosideo A em que dos cinco residuos de aminoacidos que interagiu, trés estéo presentes no estudo de Dhiman, Malik e Khatkar.

Hagenow e colaboradores®!realizaram o docking de dois compostos para a MAO-A e MAO-B. Com isso, foi obervado que
os compostos tiveram interagdo com os residuos de aminoacidos LEU164, PHE168, PRO102, GLN206 e CYS172, sendo que este

ultimo também interage com os produtos naturais estudados.

Tabela 1 - Simulagao de docking entre as moléculas estudadas e os residuos de aminoéacidos do sitio ativo da enzima MAO-B.

Aminoacidos Atomos

Moléculas do Sitio Ativo envolvidos Tipos de interacao Distancia (A) Score
PRO 104 Alkyl - H Hidrofobica 3,99
LEU171 1343 C - Ph Hidrofobica 4,24
CYS172 S-Ph Van der Waals 4,73
ILE199 Alkyl - C Hidrofobica 4,22

Selegilina 64,54
Alkyl - C Hidrofobica 4,64

ILE 316
Alkyl - C Hidrofébica 4,84
TYR 326 Ph-C Hidrofébica 5,28
Ph - Ph Hidrofobica 5,46
LEU 171 1343 C - Ph Hidrofdbica 3,97
Interagao de

CYS 172 H-0 hidrogénio 2,65
S-Ph Hidrofébica 5,06

Amburosideo A ILE 199 Alkyl - Ph Hidrofébica 3,83 105’20
Alkyl - Ph Hidrofobica 4,89
TYR 398 O-H Interagdo de 2,11

hidrogénio
TYR 435 OH-H [EREDe 2,51
hidrogénio

LEU 171 C1343 - Ph Hidrofobica 4,52

Harman 64,01
CYS 172 S -Ph Hidrofobica 4,83
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TYR 398

TYR 435

LEU 171
CYS 172

Harmalina ILE 199

ILE 316
TYR 326

LEU 171
CYS 172
ILE 199

Harmalol
ILE 316

TYR 326

Ph - Ph
Ph - Pirrol
Ph-C14
Ph-C14

O-H
C1343 - Ph
S-Ph
O-H
Alkyl - C11
Alkyl - Ph
Alkyl - Ph
Alkyl - C11
Ph - Ph
C1343 - Ph
S-Ph
Alkyl - C11
Alkyl - C11
Alkyl - C15

Ph - Ph
Ph-C15

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofdbica
Hidrofdbica

Interagao de
hidrogénio

Hidrofébica
Hidrofébica
Interagéo de
hidrogénio

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofobica
Hidrofébica

Hidrofébica

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofdbica
Hidrofobica
Hidrofébica
Hidrofébica

Hidrofébica

4,51
5,36
4,06
3,84

2,09

4,21
4,76

3,08

4,79
4,86
4,22
4,87
3,36

4,19
4,88
4,20
5,28
4,72
5,34
4,92

57,32

57,50

Predicao das propriedades farmacocinéticas (ADME) e toxicologicas

Predigdo de propriedades farmacocinéticas

Os modelos in silico de propriedades ADME, em comparagdo com 0s 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: sdo complexos e dispendiosos em termos de

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

mais utilizado na etapa de triagem [35 36k

Por essas razdes, ha grande interesse daindustria na geragéo de modelos de ADME in silico que possam rapidamente auxiliar

na sele¢cdo de moléculas promissoras e guiar a eliminagdo de compostos com perfil farmacocinético inapropriado. Por outro lado, a

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

processo de descoberta de farmacos. Os resultados da predicdo ADME desse estudo s@o apresentados na Tabela 2.

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

e Harmalol (5).

Absorgéo Distribuicéo
AOH Doador Aceitador pCaco-2 pMDCK LogBB
Moléculas LogP
(%) de H deH (nm/sec) (nm/sec) (Ceerebra/Csangue)
1 100 ! ! 6,41 9091,5 5376,77 0.291

Artigo 38



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

2

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 Absor¢ao Oral Humana (HOA), o software QikProp prediz através do numero de violagdes da Regra dos Cinco
de Lipinski (RO5) e da porcentagem de HOA. A analise da RO5 é feita pelo numero de violagdes dessa regra, sendo permitido apenas
uma violagao para os seguintes parametros para ser considerada uma molécula com boa biodisponibilidade pela vio oral: menor que
5 doadores de hidrogénio, menor que 10 aceitadores de hidrogénio, peso molecular menor que 500 daltons e LogP menor que 5 7],
Todas as moléculas em estudo, incluindo a pivd, mostraram zero violagées em relagao ao RO5, com excessao da Amburosideo A que
apresentou, apenas uma violagao, 6 grupos doadores de ligagdo de hidrogénio, porém, continua tem um resultado satisfatorio para a
absorgdo oral. Enquanto que para o resultado de porcentagem, em que se considera > 80% alta absorgédo, 25-80% médio e <25%
baixa absorgado, as substéncias naturais apresentaram entre média e alta absorgdo. Portanto, tanto a Selegilina (molécula padrao)
quanto as substancias de origem natural apresentam resultados satisfatorios das propriedades fisico-quimicas para serem
considerados bons farmacos para administragéo por via oral.

As células Caco-2 sao Uteis para aferir parametros de permeabilidade celular in vitro, um importante teste para avaliar a
absorgao intestinal de drogas. Além disso, a permeabilidade celular in vitro é frequentemente determinada também com células de rim
canino Madin-Darby (MDCK), que tém um tempo de crescimento mais curto do que as células Caco-2. Os valores acima de 500 nm/sec
para ambas as propriedades sdo considerados ideais. Para o parametro de permeabilidade em células Caco-2, as moléculas estudadas
apresentaram resultados acima de 500 nm/sec, com excessado de Amburosideo 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 serao bem absorvidas no organismo. Para as células MDCK, a maioria das moléculas estudadas também
apresentaram resultados satisfatérios com maior evidéncia para Harmam (3), Harmalina (4) e Harmalol (5) (Tabela 2).

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma estrutura complexa que consiste em elementos celulares e uma matriz extracelular.
Ela desempenha um papel fundamental na determinagao dos tipos de moléculas que podem atuar seletivamente no SNC, portanto,
esse é um dos parametros mais importantes para esse estudo, tendo em vista que as moléculas estudas e os analogos propostos
devem ter agdo no SNC, ou seja, apresentar boa permeabilidade na barreira hematoencefalica. O intervalo que indica possibilidade de
ultrapassar essa barreira € de -3,0 e 1,2. E para esse parametro, as moléculas estudadas apresentaram boa permeabilidade,
ressaltando que as substancias naturais Harmam (3) e Harmalol (5) apresentaram melhores resultados de LogBB; Tabela 2).

Dhiman, Malik e Khatkar!®* realizaram a predicdo ADMET no programa QigProp dos compostos derivados do alcaloide piperina
que possuem potencial atividade inibitéria para MAO. Nesse estudo, as substancias naturais apresentaram entre médio e bom resultado
para os parametros analisados, e nenhuma apresentou mais de uma violagdo da RO5 de Lipinski, com o resultado de doador de
hidrogénio entre 0 e 1, aceitador de hidroénio 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 absorgao e distribui¢ao!. Jiang e colaboradores® produziram
um estudo farmacocinético da Harmam e Harmalina in vitro e in vivo utilizando o modelo animal rato, com administragao intravenosa,
as substancias naturais foram detectadas no estriado 300 minutos apds administragéo, indicado que possuem boa permeabilidade da
barreira hematoencefalica, confirmando o resultado in silico obtido no presente estudo.

De acordo com os dois estudos citados anteriormente, as substancias naturais com atividade inibitoria para MAO-B possuem
resultados satisfatorios para serem considerados bons nas propriedades de absorgao e distribuicdo, para continuagao da pesquisa.
Apesar da substéncia natural Amburosideo A ter apresentado resultados néo tao satisfatérios, a mesma pode ser modificada baseado-
se no farmacoforo e docking molecular, destacando o resultado obtido para esse Ultimo pardmetro, para melhorar suas caracteristicas
farmacocinéticas, pois seus resultados in vitro foram bastante satisfatérios nos estudo de Ribeiro et al. (2018) e Almeida (2010),

indicando que tem potencial atividade!” 29
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Predi¢do das propriedades toxicoldgicas

No planejamento e desenvolvimento de novos farmacos € muito importante o estudo das propriedades toxicoldgicas, pois a
relagdo entre os danos e a eficacia é o fator da escolha de um medicamento para um determinado tratamento!'”..

O estudo das propriedades mutagénicas e carcinogénicas de moléculas é realizado em animais para obter resultados que
provavelmente teriam em humanos. Porém, o custo da pesquisa das propriedades toxicolégicas é bastante alto quando o estudo
envolve varias moléculas, com isso surgem novas ferramentas e metodologias para a predi¢do dessas propriedades!®

Como exemplo, o software DEREK, que contém um subconjunto de cerca de 50 regras que descrevem subestruturas
toxicofdricas responsaveis, por exemplo, pela sensibilizagdo da pele“? e faz esta predigdo considerando a presenga de Halogenetos
de alquila, aldeidos, compostos a,  insaturados, aminas aromaticas, Fendis, Hidroquinonas, Isotiazolinonas, Alquil sulfonados e grupos
nitro aromaticos nas moléculas teste*” Constantemente estao sendo feitas melhorias para alertas e incluidas predi¢cdes, como, alertas
para 1,2-dicetonas e isotiazolinonas melhorando a definigdo do grupamento toxicoféricot?

Na predicdo das propriedades toxicoldgicas, somente o Amburosideo A (2) presentou uma agdo téxica de alterar o
cromossomo responsavel pelo raciocinio humano indicando o grupo catecol como o grupamento toxicoférico, esse grupo nao
apresentou interag@o no docking molecular e também nao faz parte do farmacaforo, por tanto, pode ser modificado para nao apresentar
mais toxicidade. E nenhuma substancia natural apresentou alertas acerca da Genotoxicidade, Mutagenicidade e Carcinogenicidade,

irritagdo, efeitos reprodutivos e neurotoxicidade (Tabela 3).

Tabela 3 - Propriedades toxicologicas da Selegilina (1) e das substancias naturais: Amburosideo A (2), Harmalina (3), Harmam (4),

Harmalol (5).
- Mutagenicidade in vitro .
. - Mutagenicidade no geniciaa Cromossomo danifica
. Carcinogenicidade y - Raciocinio de L )
Moléculas raciocinio de bactérias 0 raciocinio humano in
humana Alert 1 name . Salmonella .
in vitro . . vitro
typhimurium

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Catechol

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Auséncia de alerta

Matew e colaboradores (2017) realizaram estudos in vitro de toxicidade com chalconas que tinham pontecial atividade
inibitéria da MAO. Os resultados mostraram que a maioria das chalconas nao apresentaram toxicidade para as células hepaticas a 1
WM. Ao aumentar a concentragéo para 5 uM, alguns compostos exibiram toxicidade moderadal?.

Is e colaboradores (2018) apresentaram um estudo com inibidores da MAO em que foram avaliadas as propriedades
toxicolégicas 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 hepatica e neurotoxicidade,
apresentaram resultados de baixa probabilidade e/ou negativos para os modelos QSAR, indicando que eles provavelmente ndo sao
toxicost .

Com os resultados de toxicidade in silico das substancias naturais, pode-se deduzir que a probabilidade dessas substancias
serem toxicas séo minimas, 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.

Modificagoes estruturais, predigao de atividade e viabilidade sintética
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Modificagbes estruturais

Primeiramente, foi selecionado o bioligante Amburosideo A por ter apresentado resultados experimentais para atividade
inibitoria in vitro de MAO-B descrita na literatura e no presente estudo in silico de docking molecular apresentou quantidades de
interacdes semelhantes a Selegilina (molécula padrao) em alguns aminoacidos diferentes, indicando que provavelmente possui agdo
inibitdria diferentemente da Selegilina, podendo ser inibigao reversivel tendo em vista que nao apresentou ligagao covalente. Com isso,
as modificagdes tiveram o objetivo de melhorar as propriedades farmacocinéticas, toxicoldgicas e especificar a atividade bioldgica. No
geral, foi retirada a glicose e modificado os radicais do anél aromatico do grupo catecol, no qual foi identificado como provavel regiao
toxicoldgica, e retirado o oxigénio do grupo ester para aumentar a lipossolubilidade para melhorar a passagem na barreira

hematoencefalica.

Figura 5 — Substancia natural Amburosideo A (1) e os trés analogos intitulados PMC1 (2), PMC2 (3), PMC (4).
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Os analogos obtidos apds as modificagdes sao da familia das chalconas, no qual possuem cadeia aberta que contém um anel
fenil anexado ao grupo carbonil e o outro anel benzeno ligados por um fragmento enona de trés carbonos, ou seja, sdo cetonas q,f3-
insaturadas, em que um anel aromatico esta diretamente ligado a carbonila e o outro ao carbono 3 da fungéo olefinica, essa familia &
bastante utilizada devido a suas varias atividades biolégicas como cancer, inflamagao e diabetes, com isso, muitos farmacos a base de
chalconas foram aprovados para uso clinicot4.

No estudo de Tran e colaboradores®®, foram sintetizados analogos 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®. Outro estudo realizado com sintese de chalconas como potencial agentes antidiabéticos, também
utilizaram a estrutura da PMC1, porém nao obteve resultado para atividade antidiabética.

Salama e colaboradores*”! realizaram um estudo de sintese de novos derivados de tetrazol, na qual uma dessas moléculas
sintetizadas possui a mesma estrutura da PMC2. Porém, n&o foram feitos testes de atividade bioldgica, o objetivo do estudo foi mostrar
a possibilidade de sintetizar por meio da reagao de dienonas com o reagente tetraclorossilano-azida de sédio e sua contribui¢cao
estrutural de RMN.

No estudo de Bai e colaboradores®®, foram sintetizadas moléculas para avaliar a atividade antitumoral. Dentre essas
moléculas, uma possui a estrutura quimica semelhante a PMC3, no entanto, esta ndo apresentou atividade antitumoral in vitro.

No geral, encontram-se poucos estudos in vivo de atividade bioldgica neuroprotetora e antioxidante, principalmente na DP,
com chalconas. Em estudo realizado por Chen et al %, obtiveram resultado positivo para atividade citoprotetora de uma chalcona, no

qual as células foram submetidas a uma toxina que diminui as proteinas Parkin, Parkin1 e DJ-1 que estao associados com a DP, e apds
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o tratamento com a chalcona sintetizada foi observado um aumento significativo dessas proteinas. Por tanto, utilizar a familia

das chalconas para tratamento de doengas neurodegenerativas é bastante promissor.

Predicdo de atividade

A predigdo de atividade realizada pelo webservidor PASS se baseia na férmula estrutural da substéncia, com muita preciséo
para mais de 3500 efeitos farmacoterapéuticos, sendo o parametro 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 substancia € muito provavel que exiba
a atividade nos experimentos, mas a possibilidade de a substancia ser o analogo de um agente farmacéutico conhecido também ¢ alta.
Se 0,5 < Pa <0,7, a substancia é susceptivel de exibir a atividade nos experimentos, mas a probabilidade é menor, e é diferente da
substancia em que a agao farmacéutica € conhecida. Se Pa <0,5, é pouco provavel que exibam a atividade no ensaio da substancia.
No entanto, se a presencga desta atividade é confirmada no experimento a substancia pode ser uma nova entidade quimica'®® 5,

Contudo, para predic¢édo de atividade inibitéria de MAO-B, o analogo 1 (PMC1) apresentou o valor de Pa 0,238, o analogo 2
(PMC2) apresentou o valor de Pa 0,198 e o analogo 3 (PMC3) apresentou o valor de Pa 0,282. Esses resultados demonstram grande
avango para o desenvolvimento dessas moléculas planejadas como potenciais inibidores da MAO, especificamente da MAO-B, pois
foram comparadas com uma variedade de moléculas que ja possuem atividade, na sua maioria, comprovada para inibigao da MAO-B,

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

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

Moléculas Pa Pi Atividade
Selegilina 0,366 0,055
PMC1 0,238 0,005 Inibigao da monoamina
oxidase B
PMC2 0,198 0,007
PMC3 0,282 0,005

No webservidor SEA, séo utilizados dois valores estatisticos para predizer a atividade bioldgica de uma molécula. O E-value
é o valor da expectativa de que a semelhancga nao seja aleatéria entre os conjuntos, em que os valores mais proximos de zero ou menor
que 1x107"° consideram que a predi¢édo da atividade nao é susceptivel de estar ocorrendo por acaso. Enquanto que o Coeficiente
Tanimoto (Tc) é a semelhanga quimica esperada de valor 152,

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 ndo ser um alinhamento aleatério. 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 caracteristicas
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 tendéncia, nao siginificativa, para a MAO-A ao invés da

MAO-B e ainda possui provavel interagdo com a COMT deduzindo assim que sua agao pode ser multialvo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Predigao de atividade bioldgica com o webservidor SEA para a Selegilina e as moléculas planejadas PMC1, PMC2, PMC3.

Coeficiente de Tanimoto

Moléculas Evalue Atividade
(Te)
4.213e-38 1 MAO-B rato
3651e-35 1 MAO-A rato
2.909e-12 1 MAO-B humana
Selegilina
3.929%e-11 1 MAO-B bovina
2.838e-12 0.62 MAO-A humana
5.504e-07 0.33 MAO-A bovina
4.426e-35 0.86 MAO-B humana
PMC1
2.509e-11 0,69 MAO-A humana
2.342e-24 0.58 MAOQO-B humana
PMC2
9.906e-08 0.29 MAO-B camundongo
1.408e-07 0.57 MAO-A humana
7.283e-14 1 MAO-A humana
PMC3 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 calculos os niveis
de dificuldade de sintese, pontuando de 1 a 3 para os compostos que sao faceis de sintetizar tendo o fundo da imagem a coloragao
verde, 3 a 6 para os de média facilidade tendo o fundo da imagem coloragdo amarela e de 6 a 10 para os compostos que sdo muito
dificeis de sintetizar tendo o fundo da imagem a coloragao vermelha®®. O analogo 1 (PMC1) apresentou valor de 2,52 indicando ser
de facil sintese, 0 analogo 2 (PMC2) apresentou valor de 3,74, ou seja, média facilidade na sintese, e o analogo 3 (PMC3) foi de 2,77,
de facil sintese. As propostas sao promissoras por apresentarem atividade bioldgica para inibidores de MAO-B e principalmente por

serem possiveis de sintetizar.
Rota sintética

As sinteses foram feitas com a combinagao de reagentes de aldeido e cetonas, permanecendo em agitagdo constante por
24h, com adigao primeiramente da base NaOH 6M e posteriormente com o acido HCI 10% para haver precipitagao.

Em um baldo de 250 mL foi adicionado 30 mL de etanol, o correspondente aldeido e a correspondente cetona em quantidade
indicada na Quadro 1. A reag@o permaneceu por 5 min em agitagdo magnética. Em seguida foi adicionado lentamente 5 mL de NaOH
(6 mol/L) e a reagao permaneceu em agitagao magnética por 12h a temperatura ambiente. Apds este periodo, transferiu-se a mistura
para um frasco Béquer (500mL) contendo aproximadamente 100g de gelo picado e 15 mL de HCI 10%. O precipitado formado foi
filtrado a vacuo e lavado (5x100mL) com &gua gelada, e posteriormente foi realizada a medicagdo da temperatura de fuséo das
moléculas, essa metodologia esta exemplificada no esquema 1.

Os analogos planejados (Quadro 1) foram sintetizados via reagao de condensacgao alddlica (Claisen-Schmidt), resultando nos
compostos a,B-insaturados em bons rendimentos. As enonas foram caracterizados por RMN 1H e 13C, como dupletos caracteristicos
na regiao de 7 a 8 pmm com uma constante de acoplamento proximo de 16 Hz, correspondente a olefina de geometria trans. No
espectro de massas € comum para esses tipos de substancias que o sinal referente ao pico base conside com o ion 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 reagoes: reagao 1 utilizado a acetofenona e o 4-hidroxibenzaldeido para obter o produto (2E) -3- (4-
hidroxifenil) -1-fenilprop-2-en-1-ona (6), na reagéo 2 foi utilizado a 4-metilacetofenona e o cinemaldeido obtendo o produto (2E, 4E) -
1- (4-metilfenil) -5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (7), e a reagcdo 3 com a 4-metilacetofenona e o 4-hidroxibenzaldeido obtendo o produto

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

Quadro 1. As reagdes quimicas e seus respectivos reagentes aldeido e cetona.

Reacéo Cetona (mmol) Aldeido (mmol) Produto (%)
OH OH
1 CHj H e
la o 5 1b o 6
CH, HsC
2 HaC H X N
O 2a O 2b 0 7
CHj CH HaC OH
3 H;C H X
O 3a 0 3b o) 8

Acetofenona (1a); 4-hidroxibenzaldeido (1b); PMC1 (6); 4-metilacetofenona (2a); cinemaldeido (2b); PMC2 (7); 4-metilacetofenona (3a);
4-hidroxibenzaldeido (3b); PMC3 (8).

Avaliacao da toxicidade aguda

Sujeitos e procedimento de criagao

Os animais foram mantidos na plataforma zebrafish do laboratério de Pesquisa em Farmacos na temperatura 26 + 2° C com
ciclo de luz de 10 horas claro/14 horas escuro. Foi utilizada d4gua normatizada (ISSO 1996) para a manutencao dos peixes adultos.
Para a produgéo de agua padronizada, utilizou-se agua deionizada e os seguintes sais foram adicionados: CaClz x 2H>O (117 mg/L),
MgSO4 x 7 H20 (49,3 mg/L), NaHCO3 (25,9 mg/L) e cloreto de potassio (2,3 mg/L) (Sigma Aldrich).

Os peixes adultos foram alimentados com ragao comercial e Artemia salina. Estes foram tratados de acordo com o guia para
o cuidado e uso de animais de experimentagao. O comportamento dos peixes foi avaliado por um observador humano e filmado, apds

uma semana em condigées normais e sob tratamento.
Ensaio de toxicidade da substéncia estudada
Das trés moléculas sintetizadas, PMC1, PMC2 e PMC3, somente a PMC3 apresentou predicdo de atividade para inibicao

tanto da MAO-B quanto para COMT as duas enzimas relacionadas com a degradagao da dopamina sugerindo provavel agao multialvo,

portanto, foi selecionada para realizar o ensaio de toxicidade aguda in vivo no modelo animal Zebrafish. Para o ensaio de toxicidade
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aguda por via oral e intraperitonial, foram utilizados quatro grupos com trés peixes em cada grupo para cada via, tendo no total 24
peixes. Nesse trabalho, administrou-se uma unica dose da PMC3 e realizado a observagao apds 24h para identificar se houve morte
nos grupos, sendo administrado as concentragdes de 350 mg/kg, 750 mg/kg, 1500 mg/kg e 2500 mg/kg. De acordo com as
recomendagdes do protocolo OECD 236! apds administrar 2000 mg/kg da substancia testada e a taxa de mortalidade for 0%, indica
que essa substancia provavelmente nao é toxica.

Devido as chalconas nao apresentarem boa solubilidade em agua, foi necessario adicionar a agua destilada o DMSO e Teewn
80 para obter uma concentragdao mae de 200mg/mL, assim foi possivel diluir conforme o peso corporal de cada peixe. Apds a
administragao, os peixes foram avaliados durante 7 dias e nao apresentaram diferengas significativas no comportamento e apresentou

taxa de mortalidade de 0%

Conclusao

Esse estudo foi dividido em trés partes: modelagem molecular, rota sintética e toxicidade aguda in vivo, com o objetivo de
obter um candidato a farmaco com atividade inibitéria da MAO-B para o tratamento da Doenga de Parkinson. Deste modo, as
substancias naturais (Amburosideo A, Harmam, Harmalina e Harmalol) selecionadas para o estudo in silico do farmacéforo, docking
molecular, propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas demonstraram resultados satisfatorios indicando maior probabilidade de boa
absorgao e distribuigao, além de atividade inibitéria da MAO-B devido apresentar interagdo com o sitio ativo da enzima previsto pelo
docking.

Com base nesses resultados, a Amburosideo A foi indicada como bioligante para propor as modificagdes, e assim obteve-se
3 moléculas da familia das chalconas nomeadas PMC1, PMC2 e PMC3, apesar de ja existirem no banco de dados virtual, essas
moléculas nao possuem estudos para o tratamento de doenga do sistema nervoso central, e na maioria sendo para atividade
antimicrobiana em que nao apresentaram bons resultados. Portanto, foram realizadas também as predigdes de atividade e viabilidade
sintética, em que as trés moléculas apresentaram atividade para inibicdo da MAO. Destaca-se a predi¢do, também, da PMC3 para
atividade inibitéria COMT indicando que esta molécula provavelmente possui agao multialvo, além de apresentar facil sintese. Na etapa
da sintese, foi possivel sintetizar as trés moléculas com rendimento médio de 40%, confirmando a predigao da viabilidade sintética.
Posteriormente, a PMC3 foi selecionada para realizar o teste de toxicidade aguda no Zebrafish, devido sua agédo provavel agdo multialvo,
e mesmo com a mais alta dose (2000 mg/Kg) administrada, o indice de mortalidade na populagéo estudada foi 0%, indicando a falta
de toxicidade nesse pardmetro. Com isso, esse estudo demonstra a importancia da Modelagem Molecular em diminuir o tempo € o

custo da pesquisa, além de propor trés novos potenciais candidatos a farmaco para o tratamento da Doenga de Parkinson.

Sessdo experimental

Busca pelas estruturas das substancias naturais

Para propor novos candidatos a farmaco com atividade bioldgica antiparkinsoniana com a inibigdo 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 inglés “medicinal plants”,
“antiparkinsonian activity” e “natural compounds”, para encontrar substancias naturais que sao descritos na literatura com atividade antiparkinsoniana,

antioxidante ou neuroprotetora em experimentos in vitro ou in vivo em modelos animais com DP induzido.
Derivacéo do padrao farmacoférico

O farmacoforo representa o conjunto de dominios funcionais dos bioligantes estudados através dos quais se define os possiveis tipos de
interagdo que os ligantes em comum podem fazer com o sitio receptor!'? O padréo farmacoforico foi determinado a partir do servidor online PharmaGist

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

Estudo de docking molecular

Artigo 45


http://zincpharmer.csb.pitt.edu/pharmer.html

O docking molecular é um método computacional para identificar o modo de interagéo dos ligantes no sitio de ligagao da enzima ou receptor
através de interagdes-chave especificas e de predizer a afinidade de ligagao entre os complexos proteina-ligantel™. O programa GOLD 5.4 (do inglés,
“Genetic Optimisation for Ligand Docking”) foi utilizado para simulagédo da interagao entre os ligantes e a enzima MAQO-B através de calculos que emprega

o algoritmo genético para fins de experimentos de docking flexivel de ligantes dentro de sitios de ligagao de proteinas ['° .

Predicao das propriedades farmacocinéticas (adme) e toxicolégicas

Predigao das propriedades farmacocinéticas (ADME)

Para as propriedades farmacocinéticas foram utilizados os parametros de absorgéo oral humana (AOH), permeabilidade celular em células
Caco-2 e MDCK e a penetragdo da barreira Hematoencefalica (pBHE), assim como, as propriedades relacionadas a regra dos cinco (logP, massa

molecular, doadores de hidrogénio, e aceitadores de hidrogénio) para as substancias naturais, usando o médulo QikProp do software Schradinger 16

Predigao das Propriedades toxicoldgicas

As propriedades toxicolégicas substanicas naturais foram preditas utilizando-se o programa DEREK (Deductive Estimate of Risk from Existing
Know-edge)'”". O DEREK dispde de um sistema que realiza predi¢cdes de toxicidade, tais como mutagenicidade, carcinogenicidade, sensibilizagdo da

pele, irritagdo, efeitos reprodutivos, neurotoxicidade, entre outras, através das regras de correlagdo implementada no programa (1819

Modificagbes estruturais, predicao de atividade e viabilidade sintética

As modificagbes na estrutura das moléculas estudadas foram realizadas baseando-se no estudo do docking, nas propriedades de
farmacocinéticas e toxicoldgicas significativas. Além disso, pdde-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 acuracia (70- 80%) até 2000 atividades biolégicas para compostos quimicos. E
o SEA (http://sea.bkslab.org/) que utiliza a abordagem de conjunto de semelhanga das moléculas relacionada as proteinas com base na similaridade
quimica estabelecida entre seus ligantes, através da busca em grandes bancos de dados de compostos e criar mapas de similaridade de destino cruzado.

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

networks.com/online_demos/sylvia/), no qual indica se a molécula possui caracteristicas de facil (verde), média (amarelo) ou dificil (vermelho) sintese.

Rota sintética

A sintese dos analogos propostos foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de Biocatélise e Biotransformagdo em Quimica Organica
(BIORG) coordenado pelo Prof. Irlon Maciel. Em pesquisa realizada previamente na literatura por plantas medicinais com agao antiparkinsoniana,
percebeu-se que a maioria das substancias naturais tinha um nucleo chalconico, e tendo em vista que o BIORG possui uma metodologia padronizada
de sintese para substancias da classe chalconas, foi utilizada a mesma rota sintética padronizada.

A busca pelos compostos organicos que apresentam atividade como inibidores de MAO-B para tratamento da DP foram a partir de nuicleos
chalconicos. As chalconas foram sintetizadas via reagao de condensagao alddlica cruzada, onde em um baldo de 125 mL foi adicionado 30 mL de etanol,
o aldeido (3,1 mmol) e a cetona (3 mmol) correspondente. A reagdo permaneceu em agitagdo por 5 min a temperatura ambiente e em seguida foi
adicionado 5 mL de NaOH (5 mol.L™") e deixou-se a reagdo em agitagdo por mais 24 h. Apos este periodo, a mistura foi transferida para um Béquer (500
mL) contendo aproximadamente 100 g de gelo picado e 15 mL de HCI (10%). O precipitado formado foi recristalizado com etanol a quente. Todas as
substancias foram caracterizadas por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1H e 13C que foi realizada na Universidade de S&o Paulo
campus de S&o Carlos, Espectroscopia de Infravermelho e Cromatografia @ Gas — Espectrometria de Massas que foram realizadas na Universidade

Federal do Amapa campus Marco Zero.

Toxicidade aguda em modelo zebrafish

Sujeitos e procedimento de criagdo

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

coordenado pelo Prof. Dr. José Carlos Tavares, da Universidade Federal do Amapa, seguindo protocolos padrdes de cuidados e de manutengao de

peixe. A variancia ambiental foi mantida, no minimo, para todos os experimentos comportamentais. Os Zebrafish adultos foram mantidos em agua
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deionizada contendo 200 mg/L de sal. Todos os procedimentos de cuidados com animais foram submetidos ao Comité de Etica de uso animal da

Universidade Federal do Amapa.
Teste de toxicidade aguda

Esse teste consiste em administrar no peixe a molécula estudada em uma determinada dose e, caso o peixe sobreviva no minimo 7 dias,
indica alta probabilidade da substancia nao ser toxica. Para a realizagao desse teste foram utilizadas duas vias de administragao, tanto via oral, devido a
substancia planejada e sintetizada ser indicada como um candidato a farmaco por via oral, e a via intraperitoneal por ser a via de administragédo da
neurotoxina utilizada em outros estudos. Para o teste foram utilizados 12 peixes adultos divididos em quatro grupos, contendo trés peixes cada grupo, e
administrada a substancia PMC3 em jejum uma vez em quatro concentragdes diferentes, 350 mg/kg, 750 mg/kg, 1500 mg/kg e 2500 mg/kg, sendo
diluida 0,250g de PMC3 em 900 pg/mL de agua, 90 yg/mL de DMSO e 10 ug/mL de Tween 80.

Consideracées éticas

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Amapa — CEUA-UNIFAP é um érgéo deliberativo e de assessoramento
da Administragdo Superior da Universidade em matéria normativa e consultiva, nas questdes sobre a utilizagdo de animais para o ensino e a pesquisa.

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

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

CisH1202, 224.08 g.mol; (77% vyield); (white solid): FTIR vmax (cm™) = 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; *H NMR (500 MHz, CDCls) §
(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), *C NMR (126 MHz, CDClI3) & (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).
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Figure S3. 'H NMR (500 MHz, CDCls) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (6).
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Figure S4. *C NMR (125 MHz, CDCls) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one(6).
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(2E,4E)-5-phenyl-1-(p-tolyl)penta-2,4-dien-1-one
CisH160, 248.12 g.mol?; (46% vyield); (White solid): m.p. = 70-73 °C; FTIR vmax (cm™) = 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.; *H NMR (500 MHz, CDCls) & (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, CDCls) & (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. *H NMR (500 MHz, CDClIs) 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

C16H1402, 238.10 g.mol?; (4.8% yield); (White solid): FTIR vmax (cm™) = 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.; 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) & (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).; *C NMR
(126 MHz, CDCIs) 6 (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).
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Figure S11. 'H NMR (500 MHz, CDCls) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8).
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Figure S12. 3C NMR (125 MHz, CDCls) of (E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(p-tolyl)prop-2-en-1-one (8).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Para pesquisa de novos farmacos sao necessarios varios estudos, dentre eles os estudos
in silico e in vivo que servem para auxiliar o pesquisador alcangar o objetivo da pesquisa. Com
os estudos in silico, é possivel 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 farmaco com acao inibitoria da MAO-B para o tratamento da Doenca de
Parkinson. No estudo in silico, foi possivel encontrar quatro substancias naturais e ao serem
comparadas com a Selegilina, para escolher entre as quatro um bioligante para propor as
modificagdes, porém no decorrer da pesquisa, uma substancia de origem natural, Harmalina,
se destacou por possuir caracteristicas semelhantes as da Selegilina, principalmente em
relacédo a sua interagcdo com a enzima MAQO-B, sugerindo que a substancia poderia interagir da
mesma forma irreversivel ocasionando os efeitos colaterais indesejados aos pacientes.

Apos analisar atentamente, outra substancia natural, Amburosideo A, mesmo nao
apresentando os melhores resultados farmacocinéticos e toxicoldgicos, demonstrou o mesmo
nivel de interagcdo com a enzima em comparacao a Selegilina, porém em aminoacidos diferentes
aos quais a Selegilina interage, sugerindo que sua agao inibitoria € diferente. Tendo em vista
esse impasse entre as duas substancias de origem natural, buscou-se na literatura informagdes
sobre planejamento de farmacos com estudos in silico para conhecer os critérios importantes
para a selecdo do bioligante, e percebeu-se que a interacdo com a enzima € o critério mais
relevante, pois o objetivo € planejar um farmaco com a atividade especifica da inibicdo da MAO-
B. Apos a selecao do ligante, compreendeu-se que o auxilio de um especialista na area de
sintese era consideravel, portanto, para as modificagcdes foi sugerido a retirada do grupo glicose
e alteracdo nos radicais para tornar as moléculas mais lipossoluveis, para assim melhorar as
propriedades farmacocinéticas e toxicologicas.

Para o estudo de atividade e toxicidade in vivo, foram realizadas diversas tentativas para
padronizar a metodologia de inducao da DP no modelo animal Zebrafish, em que consistiu

alteracao da via de administragao, das doses de neurotoxina, e metodologia para a
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adminstracao dessas doses. Apesar das metologias utilizadas serem baseadas em estudos ja
realizados, nao foi possivel obter o padrao da indugdo da DP no Zebrafish, no enquanto, foi
possivel realizar o ensaio de toxicidade aguda segundo o OECD (2018). Contudo, espera-se
que futuramente seja possivel padronizar a indug¢ao da DP na Universidade Federal do Amapa
e assim testar a PMC3, em modelo animal Zebrafish com DP induzida, obter o resultado positivo
para a inibicdo da MAO-B e, consequentemente, apresentar um possivel candidato a farmaco

para o tratamento da Doencga de Parkinson.

Consideracdes finais e perspectivas 58



ANEXOS E APENDICES

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- GRADUACAO
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA — UNIFAP

CERTIFICADO

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amapa
APROVOU, na data de 28 de agosto de 2018, o parecer referente ao protocolo
ne. 013/2018 e certifica que o Projeto de Pesquisa intitulado
“PLANEJAMENTO DE PROTOTIPOS CANDIDATOS A FARMACOS PARA O
TRATAMENTO DA DOENCA DE PARKINSON: AVALIACAO in silico E in
vivo' coordenado por BIANCA LIFFEY BRITO MARINO, esta de acordo com
os principios de ética e bem estar animal.

CERTIFICATE

The Ethics Committee on Animal Use of the Amapa Federal Univeréity
APPROVED at the meeting of 28 August 2018, the final decision about the
Protocol 013/2018 and certify that the research project entitled
"PLANEJAMENTO DE PROTOTIPOS CANDIDATOS A FARMACOS PARA O
TRATAMENTO DA DOENCA DE PARKINSON: AVALIA(}Z\O in silico E in
vivo' coordinated by BIANCA LIFFEY BRITO MARINO, is in accordance
w.ith the principles of ethics and animal welfare.

Macapd, 28 de agosto de 2018

4
/ 1 /

}f -
/ /

Prof. Tit. José Carlos Tavares Carvalho
Presidente CEUA-UNIFAP
Port. No. 1733/2014

tniversidade Federal do Amapa

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos- Graduagao

Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — UNIFAP

Rod. Juscelino Juscelino Kubitscheck, km 02 — Campus Marco Zero,
Macapa - AP, 68903-419 email: farmacos@unifap.br

Fone (96)4009-2907
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Anexo 2 — Normas de publicacdo dos respectivos periédicos

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/lllustrations (if any)

Chemical Structures (if any)

Tables (if any)

Supportive/Supplementary Material (if any)
1.1.1.1.2.1Title

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
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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.

1.1.1.1.2.2Title 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.

1.1.1.1.2.3Structured 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.

1.1.1.1.2.4Graphical 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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1.1.1.1.2.5Keywords

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.qg.

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://lwww.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
guantity & units must conform to SI and Chemical Abstracts or IUPAC.

All kinds of measurements should be reported only in International System of Units (SI).
1.1.1.1.2.7Appendices

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
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provided in a condensed form, ruling out the need of full sentences. A single appendix should
be titted APPENDIX, while more than one can be titted APPENDIX A, APPENDIX B, and so on.
1.1.1.1.2.8Supportive/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 humbered 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.

Normas da revista ChemMedChem (Artigo 2)

Title
Author(s),”! and Corresponding Author(s)*®

Dedication ((optional))
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[a] Title(s), Initial(s), Surname(s) of Author(s) including Corresponding Author(s)
Department
Institution
Address 1
E-mail:
[b] Title(s), Initial(s), Surname(s) of Author(s)
Department
Institution
Address 2

Supporting information for this article is given via a link at the end of the document.((Please delete this text if not appropriate))

Abstract: Insert abstract text here. ((Abstracts should be 800-1000 characters in length excluding spaces. Please ensure your abstract is
written so that it can be read in isolation (i.e., in an abstracting service such as PubMed), with all abbreviations defined.))

Introduction

Main Text Paragraph.

Results and Discussion

Main Text Paragraph.

((Insert Scheme here. Note: Please do not combine scheme and caption in a textbox or frame.))

Scheme 1. Scheme Caption.

Main Text Paragraph.

((Insert Figure here. Note: Please do not combine figure and caption in a textbox or frame.))

Figure 1. Figure Caption.

Main Text Paragraph.

Table 1. Table Caption. ((Note: Please do not include the table in a textbox or frame))

Head 1@ Head 2 Head 30! Head 40 Head 5
Column 1 Column 2 Column 3 Column 4 Column 5
Column 1 Column 2 Column 3 Column 4 Column 5

[a] Table Footnote. [b] ...

Conclusion

Main Text Paragraph.

Experimental Section

Experimental Details.

Anexos e Apéndices 66



Acknowledgements ((optional))
Acknowledgements Text.
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