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RESUMO

A enzima monoamina oxidase (MAQO) pertence a familia das flavoenzimas, ou seja,
utiliza o cofator Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD) na catélise oxidativa de
arilalquilaminas enddégenas, como dopamina e serotonina. A isoforma B (MAO B)
tem participagdo na Doenga de Parkinson (DP), a qual tem sua expresséo
aumentada no tecido cerebral, levando a degradacdo da dopamina, ja escassa no
local, além da producdo de metabdlitos téxicos. Inibidores da MAO B vém como
estratégia para a redugcao dos danos da DP, sendo os disponiveis para o tratamento
da DP a selegilina, a rasagilina e a safinamida, sendo a primeira usada
principalmente na fase inicial e as outras na fase avangcada da doenca. A MAO B
exibe um sitio ativo composto por trés estruturas: o loop 99-112 que controla a
entrada de substrato; a cavidade de entrada; e a cavidade catalitica, formada pelos
aminoacidos da “cela aromatica” e o FAD, entre outros residuos. O sitio ativo
apresenta grande quantidade de residuos hidrofobicos, tendo relevancia na
seletividade de substratos. Atualmente, o mecanismo de catdlise chamado
“transferéncia de hidreto de 2 etapas” € o mais aceito, levando a formagao de um
aduto covalente com o substrato, sendo parte do mecanismo de formacgao de ligagao
covalente de inibidores irreversiveis da MAO B. O desenvolvimento de novos
inibidores que possam complementar ou até mesmo substituir os farmacos atuais é
de grande interesse, sendo testados diferentes grupos quimicos para isso, incluindo
0s analogos cumarinicos, 0os quais apresentam potencial para inibicdo da MAO B.
Nesse contexto, o trabalho busca avaliar por meio de ancoramento molecular as
interagbes de quatro analogos que possuem nucleo cumarinico com a MAO B,
chamados DCPM (Derivado Cumarinico-Propargilico Metoxilado), DCPE (Derivado
Cumarinico-Propargilico  Etoxilado), DCAM (Derivado  Cumarinico-Alquilico
Metoxilado) e DCAE (Derivado Cumarinico-Propargilico Metoxilado), além de propor
uma via sintética para sua obtengao. As analises in silico foram realizadas utilizando
principalmente o software GOLD para o ancoramento e o software PyMOL para
analise de interagdes e confecgcdo de imagens. Ja a sintese foi acompanhada por
meio de cromatografia em camada delgada e as caracterizagdes realizadas por meio
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN '3C)
e espectrometria de massas de alta resolugago (HRMS). As interagcbes
predominantes para os analogos DCPE e DCAM foram as hidrofobicas, enquanto
para o analogo DCPM foram as do tipo dipolo-dipolo induzido, e, no caso do DCAE,
ambos os tipos estavam na mesma quantidade. Entre os principais achados, estao a
ocorréncia de ligagdes de hidrogénio com a lactona do anel cumarinico, bem como a
possibilidade de formagdo de ligagdo covalente com o residuo Cys 172 pelos
analogos propargilicos. Ainda, o anel benzénico aparenta ser estabilizado por
interagbes do tipo m-stacking com a “cela aromatica” e T-stacking com o anel
1,2-diidropiridina do FAD. Ja em relagao a sintese, a via dos analogos etoxilados foi
primeiramente seguida, porém n&o finalizada, sendo sintetizado 5 dos
intermediarios, sendo que 2 sdo inéditos na literatura. O principal fator limitante da
rota € a perda por formacgao de subprodutos.

Palavras-chave: cumarina; propargilamina; ancoramento molecular; cela aromatica.



ABSTRACT

The enzyme monoamine oxidase (MAQO) belongs to the flavoenzymes family,
meaning it utilizes the cofactor Flavin Adenine Dinucleotide (FAD) in the oxidative
catalysis of endogenous arylalkylamines, such as dopamine and serotonin. Isoform B
(MAQO B) plays a role in Parkinson’s Disease (PD), where its expression is increased
in brain tissue, leading to dopamine degradation, which is already scarce in the
affected area, as well as the production of toxic metabolites. MAO B inhibitors come
as a strategy for reducing the damage caused by PD. The available options for PD
treatment are selegiline, rasagiline and safinamide. Selegiline is primarily used in the
early stages of the disease, while the others are utilized in the advanced phase. MAO
B displays an active site composed by three structures: the 99-112 loop that controle
substrate entry; the entrance cavity; and the catalytic cavity, formed by the
aminoacids from the “aromatic cage” and FAD, among other residues. The active
site contains a significant number of hydrophobic residues, which are of utmost
importance for substrate selectivity. Currently, the accepted catalytic mechanism,
known as “two-step hydride transfer”, leads to the formation of a covalent adduct with
the substrate, being part of the process by which irreversible MAO B inhibitors form
covalent bonds. The development of new inhibitors that can complement ou even
replace current drugs is of great interest, and different chemical groups are being
tested for this purpose, including coumarin analogs, which show significant potential
for MAO B inhibition. In this context, the study aim to evaluate the interaction of four
coumarin analogs, namely DCPM (Methoxylated Propargylic-Coumarin Derivative),
DCPE (Ethoxylated Propargylic-Coumarin Derivative), DCAM (Methoxylated
Alkyl-Coumarin Derivative) and DCAE (Ethoxylated Alkyl-Coumarin Derivative), with
MAO B through molecular docking. Additionally, a synthetic route for their preparation
is proposed. In silico analyses were mainly conducted using the GOLD software for
docking and the PyMOL software for interaction analysis and image rendering. The
synthesis was monitored using thin-layer chromatography and the characterizations
were performed using hydrogen nuclear magnetic resonance ('"H NMR) and carbon
nuclear magnetic resonance (*C NMR), as well as high resolution mass
spectroscopy (HRMS). The predominant interactions for the DCPE and DCAM
analogs were hydrophobic interactions, while for the DCPM analog, induced
dipole-dipole interactions were prominent. In the case of DCAE, both types of
interactions were present equally. Among the main findings, it was observed that
hydrogen bonds occur with the lactone moiety of the coumarin ring, as well as the
potential for covalent bonding with the Cys 172 residue by the propargylic analogs.
Furthermore, the benzene ring appears to be stabilized by tr-stacking interactions
with the "aromatic cage" and T-stacking interactions with the 1,2-dihydropyridine ring
of the FAD. Regarding the synthesis, the pathway for the ethoxylated analogs was
initially pursued but not completed. Five intermediates were synthesized, with two of
them being previously unreported in the literature. The main limiting factor of the
route is the loss due to the formation of byproducts.

Keywords: coumarin; propargylamine; molecular docking; aromatic cage.
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1 INTRODUGAO

O grupo das enzimas Monoamina Oxidases (MAOs) é composto por duas
isoenzimas ditas do tipo A (MAO A) e do tipo B (MAO B), as quais utilizam o
Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD) como cofator para a catalise dos seus
substratos, sendo, portanto, pertencentes a familia das flavoproteinas.
Essencialmente, as duas enzimas realizam a desaminagdo oxidativa de
arilalquilaminas enddgenas, como norepinefrina, serotonina, dopamina, tiramina,
feniletilamina, entre outras, sendo uma etapa importante na degradacdo dessas
substancias (EDMONDSON; BINDA, 2018). A reacéo catalisada pelas MAOs esta

descrita na Figura 1.

Figura 1: Desaminacgé&o oxidativa de monoaminas pelas MAOs.

DE 7—? “202

FAD  FADH,

H,0

~“NHR RTXNR @ ——— R~ o + NH,R

R

Amina Imina Aldeido Amina Livre

Legenda: A degradagdo do grupamento amina ocorre inicialmente por meio de uma reacéo de
oxirredugao enzimatica, formando um grupo imina. O FAD participa como cofator dessa reagao,
havendo o consumo de oxigénio molecular para a regeneragéao eletrénica da molécula, com
consequente geragao de perdxido de hidrogénio. Em seguida, ocorre a hidrolise ndo-enzimatica da
imina em ambiente aquoso, formando os respectivos aldeido e amina livre.

Fonte: Adaptado de Carradori, Secci e Petzer, 2018.

As MAOs foram descritas primeiramente como tiramina oxidases por Hare,
em 1928, em estudos realizados em material hepatico (HARE, 1928). Com a ampla
quantidade de enzimas do tipo amina oxidases até entdo descobertas, Zeller em
1956 sugeriu distingui-las de acordo com a capacidade de metabolizar monoaminas,
como tiramina, ou diaminas, como putrescina e cadaverina, chamando as de
monoamina oxidases ou diamina oxidases, respectivamente (ZELLER, 1956). Ja em
1968, Johnston cogitou a possibilidade de existrem duas enzimas do tipo
monoamina oxidase, havendo diferencas de sensibilidade ao mesmo inibidor
(JOHNSTON, 1968). Apds mais de 30 anos, Binda et al conseguiram caracterizar
estruturalmente ambas as enzimas por cristalografia, permitindo que estudos do seu
sitio catalitico pudessem ser realizados com maior clareza (Figura 2) (BINDA et al.,
2002; DE COLIBUS et al., 2005).


https://www.zotero.org/google-docs/?8SoM1v
https://www.zotero.org/google-docs/?1jCy1W
https://www.zotero.org/google-docs/?Bc8bO8
https://www.zotero.org/google-docs/?FjhLQH
https://www.zotero.org/google-docs/?mjoGoz
https://www.zotero.org/google-docs/?Vg5RMr
https://www.zotero.org/google-docs/?Vg5RMr
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Figura 2: Estrutura em 3D das monoamina oxidases do tipo A e B.

Legenda: A: Mondmero A da monoamina oxidase do tipo A. B: Monoamina oxidase do tipo B em
dimero. Em ciano, sequéncias de a-hélice; em vermelho, sequéncias de folhas B; e em rosa,
sequéncias de loop. Cédigos de identificagdo no Protein Data Bank: 2BXR (MAO A) e 1GOS (MAO
B). Imagens geradas por meio do software PyMOL.

Fonte: Adaptado de Binda et al, 2002 e De Colibus et al, 2005.

Apesar de serem inicialmente descritas no figado, as monoamina oxidases
sao encontradas em diferentes tecidos, os quais sao apresentados no Quadro 1.
Cabe ressaltar que as isoformas da MAO sao expressas normalmente nos mesmos
tecidos, porém com predominancias diferentes de acordo com o papel
desempenhado no local. Além disso, a expressao das isoformas também pode ser
alterada de acordo com algumas condicdes fisioldégicas ou patolégicas, como o
aumento da expressao cerebral de MAO B em individuos com mais de 60 anos
(FOWLER et al., 1980; KORNHUBER et al., 1989), aumento de MAO A no cérebro
de pessoas com depressédo (MEYER et al., 2006) e aumento em tecidos tumorais de

uma ou outra isoforma dependendo do tecido afetado (ALJANABI et al., 2021).

Quadro 1: Expressao predominante das isoformas da MAO nos tecidos humanos.

MAO A MAO B
Neurdnios adrenérgicos Neurdnios serotoninérgicos
Neurdnios dopaminérgicos Astrocitos
Neurbnios catecolaminérgicos Plaquetas

Trato gastrointestinal
Placenta
Pulméo
Figado

Coragao

Fonte: Adaptado de Aljanabi et al., 2021; Carradori, Secci e Petzer, 2018; Levitt, Pintar e Breakefield,
1982.


https://www.zotero.org/google-docs/?r3xxwb
https://www.zotero.org/google-docs/?dZZoLO
https://www.zotero.org/google-docs/?oDs8jK
https://www.zotero.org/google-docs/?NL4deG
https://www.zotero.org/google-docs/?NL4deG
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A monoamina oxidase € um importante alvo em estudos
neuropsicofarmacoldgicos, devido as monoaminas enddgenas serem 0s
neurotransmissores majoritarios no Sistema Nervoso Central. No caso do
metabolismo da dopamina, que é sintetizada a partir da L-tirosina dentro do
citoplasma neuronal e armazenada em vesiculas até a sua liberagdo na fenda
sinaptica, quando em contato com a MAO ou a COMT, é degradada em varios
subprodutos (Figura 3) (LATIF et al., 2021; MASATO et al., 2019). O bloqueio da
atividade da MAO tem como consequéncia o aumento da concentracdo das aminas
metabolizadas por ela, intensificando seus efeitos sobre a célula alvo. Isso tem
particular importancia em doencas que causam a diminuicdo dos niveis de
neurotransmissores, como depressao e doengas neurodegenerativas, incluindo a
Doenga de Parkinson (JONES; RAGHANTI, 2021; TAN; JENNER; CHEN, 2021).

Figura 3: Participagdo da MAO no metabolismo da dopamina.

NH HO WNH HO NH (0] NH
m,.\ 2 TH :@/j 2 AADC 2 COMT :@/\/ 2
—_— ﬁ) —
HO HO \1‘0 HO HO \‘\\‘0 HO

co, HO
L-Tirosina L-DOPA Dopamina 3-MT
lMAO lMAO
HO ALDR HO 0
- | \
OH 0 0
HO HO HO
DOPET DOPAL 4-Hidroxi-3-Metoxifenilacetaldeido
lALDH lALDH
HO OH 0 OH
coMT -~ |
0 0
HO HO
DOPAC Acido Homovanilico

Legenda: TH: Tirosina Hidroxilase; AADC: Descarboxilase de Aminoacidos Aromaticos; COMT:
Catecol-o-Metiltransferase; MAO: Monoamina Oxidase; 3-MT: 3-Metoxitiramina; DOPAL:
3,4-dihidroxifenilacetaldeido; ALDR: Aldeido Redutase; DOPET: 3,4-dihidroxifeniletanol; ALDH:
Aldeido Desidrogenase; DOPAC: Acido 3,4-dihidroxifenilacético.

Fonte: Adaptado de Latif et al., 2021 e Masato et al., 2019.

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa que leva a
deplecdo dos neurdnios dopaminérgicos que partem da substancia negra pars
compacta em direcdo ao nucleo estriado. A auséncia de inervagdo dopaminérgica
leva aos sintomas motores e cognitivos decorrentes da doenga, como rigidez,
tremores e Dbradicinesia, sendo eles os parametros diagnosticos da DP.
Molecularmente, a doenga é caracterizada pela formagcdo de Corpos de Lewy,

decorrente do acumulo e agregagao intracelular de a-sinucleina, juntamente com a


https://www.zotero.org/google-docs/?89pw4S
https://www.zotero.org/google-docs/?7rspZg
https://www.zotero.org/google-docs/?ZkhKJN
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ocorréncia de disfungao mitocondrial e estresse oxidativo, que, quando somados,
resultam na morte dos neurdnios. Atualmente, relaciona-se a enzima MAO B a
esses eventos, ndo sendo a deple¢cao de dopamina o unico mecanismo pelo qual ela
participa da doenga. Sabe-se que com a desaminagao da dopamina os subprodutos
da catalise desempenham um papel neurotéxico importante, sendo eles o peréxido
de hidrogénio (H,O,), a amdnia (NH;) e um metabdlito desaminado chamado DOPAL
(3,4-dihidroxifenilacetaldeido). Apesar de nado ser expressa em quantidade
significativa nos neurbnios dopaminérgicos, a MAO B envolvida na doenga é
derivada dos astrécitos que cercam os neurbnios locais (Figura 4) (JONES;
RAGHANTI, 2021; SANTIN et al., 2021; TAN; JENNER; CHEN, 2021).

Figura 4: Vias de lesao celular na Doenga de Parkinson.

Dopamina

—

Neurdnios
Dopaminérgicos

\_/

Senescéncia
Deplegao de Dopamina
Estresse Oxidativo
Agregagao de a-sinucleina
Disfungéo Mitocondrial \__/
Inibigao da Mitofagia
Morte Neuronal DOPAL + H,0.
| J

Astrécitos

B

Legenda: Na Doenga de Parkinson ha o aumento da expressdo de MAO B cerebral, especialmente
em astrécitos, culminando na produgao de DOPAL e H,0,, os quais levam a danos celulares que
intensificam os efeitos da doenca. DOPAL.: 3,4-dihidroxifenilacetaldeido.

Fonte: Adaptado de Santin et al., 2021.

A monoamina oxidase do tipo B, escopo deste trabalho, € uma proteina de
520 aminoacidos e massa molecular de 58,8 kDa, compartilhando 70% de sua
estrutura com a isoforma A (BACH et al., 1988). Estruturalmente, a enzima se
apresenta como um dimero, onde a por¢cao C-terminal & responsavel pelo
ancoramento na membrana externa mitocondrial, sendo uma regido composta por
59 aminoacidos (461-520) com uma a-hélice transmembrana entre os residuos Val
489 e Thr 500 para o monémero A (11 aminoacidos) e Val 489 e lle 496 para o
mondmero B (7 aminoacidos) (Figura 5 A) (PDB ID: 1GOS). O cofator FAD, por sua
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vez, €& conectado a enzima por meio do residuo Cys 397, o qual se liga
covalentemente na posi¢cao 8a-metila do anel isoaloxazina (Figura 5 B) (BINDA et
al., 2002; SCHNAITMAN; ERWIN; GREENAWALT, 1967).

Figura 5: Estrutura em 3D da MAO B e estrutura quimica do anel isoaloxazina do
Dinucleotideo de Flavina Adenina (FAD).

Legenda: A: Cada tom de roxo representa um mondémero da enzima; em ciano, a porgao C-terminal
em cada mondmero. B: Anel isoaloxazina do FAD; notar a ligagdo Cys 397-8a-metila. Cédigo de
identificacdo no Protein Data Bank: 1GOS.

Fonte: Adaptado de Binda et al, 2002.

O sitio catalitico da MAO B, por sua vez, é formado por duas cavidades de
diferentes tamanhos, uma menor com 290 A3 chamada “cavidade de entrada’, e
uma maior de 420 A3 chamada “cavidade catalitica”, as quais sdo separadas entre
si por quatro residuos de aminoacidos (Tyr 326, lle 199, Leu 171 e Phe 168). Ainda,
foi identificada a existéncia de uma sequéncia em loop entre os aminoacidos 99 e
112 (loop 99-112) que separa a “cavidade de entrada” da superficie proteica. A
admissao de moléculas para dentro do sitio ativo aparenta envolver uma alteragao
estrutural no loop 99-112, permitindo a entrada do substrato na “cavidade de
entrada” e entdo, por movimento dos quatro residuos que dividem as cavidades, ha
a passagem da molécula para a “cavidade catalitica” (BINDA et al., 2002).

A “cavidade de entrada” possui carater hidrofébico, marcada pelos
aminoacidos Phe 103, Pro 104, Trp 119, Leu 164, Leu 167, Phe 168, Leu 171, lle
199, lle 316, Tyr 326 (BINDA et al., 2002), enquanto a “cavidade catalitica” é
composta pela por¢ao proteica, onde se destacam os aminoacidos Tyr 398 e Tyr 435
(que formam a chamada “cela aromatica”; AKYUZ; ERDEM; EDMONDSON, 2007), e

o anel isoaloxazina do FAD. Uma caracteristica de destaque reside na formacao de
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um complexo entre o atomo de nitrogénio 5 do anel do FAD, uma molécula de agua
e o residuo Lys 296. Tal complexo tem fungdo de estabilizacdo do cofator durante o
periodo de inatividade da enzima (EDMONDSON et al., 2009) (Figura 6).

Figura 6: Caracteristicas estruturais do sitio ativo da enzima MAO B.

A E :i K296 >§ FAD
R ‘.
;\ﬁé,/ -
e %:/
Loop 99-112

Legenda: MAO B em complexo com pargilina (Codigo de identificacdo no Protein Data Bank:
1GOS; Binda et al, 2002). A: Visao lateral (90°) do monémero A, onde é possivel observar em rosa o
loop 99-112 e em vermelho os residuos da cavidade de entrada. B: Visédo posterior ampliada do
mondémero A; detalhe para os residuos envolvidos na cavidade de entrada e cavidade catalitica. O
inibidor pargilina esta representado em amarelo, ligado covalentemente a molécula de FAD (ciano).
Os residuos explicitados em vermelho correspondem aos aminoacidos que separam as duas
cavidades da enzima. Em verde s&do apresentados os residuos que envolvem o sitio catalitico e que
estabilizam a molécula de pargilina.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de catadlise da MAO B é baseado em uma reacado de
oxirredugado entre o substrato, o FAD e o oxigénio molecular. Atualmente, o
mecanismo mais aceito para a catalise realizada pela MAO B é a transferéncia de
hidreto de 2 etapas (ORRU; ALDECO; EDMONDSON, 2013) (Figura 7), sendo
demonstrado por estudos computacionais que a viabilidade energética dele
prevalece em relagcdo as demais hipéteses de mecanismos ja descritas (VIANELLO;
REPIC; MAVRI, 2012). A transferéncia de hidreto de 2 etapas consiste na abstracéo
de um hidreto do carbono a do substrato pelo nitrogénio 5 do anel isoaloxazina, com
consequente formagédo de um aduto entre o carbono a e o nitrogénio 5. Em seguida,
duas moléculas de agua presentes no sitio catalitico da enzima auxiliam na
transferéncia de proétons entre o nitrogénio 1 do anel isoaloxazina e o substrato,
desfazendo o aduto e gerando uma imina neutra e um FAD completamente reduzido
(Figura 7) (VIANELLO; REPIC; MAVRI, 2012).
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Figura 7: Mecanismo de transferéncia de hidreto de 2 etapas.

Fonte: Adaptado de Vianello, Repi¢ e Mavri, 2012.

A formagao de aldeido a partir da hidrélise da imina ocorre fora do sitio ativo,
de forma nao-enzimatica, liberando amébnia ou aminas livres (EDMONDSON;
BHATTACHARYYA; WALKER, 1993; WOO; SILVERMAN, 1995). J& em relagéo a
etapa de regeneragdo da enzima, caracterizada pela oxidagdo da flavina reduzida
apos a catalise, sugere-se que o oxigénio molecular atravessa as cavidades de
entrada e de catalise se aproximando do carbono 4a do anel isoaloxazina de forma a
gerar um par radicalar entre si, com a flavina na sua forma de semiquinona e o
oxigénio como anion superoxido. Acredita-se que esses intermediarios passem por
uma recombinacdo radicalar ou por uma transferéncia de elétrons acoplada a
transferéncia de prétons, gerando o FAD completamente oxidado e peréxido de
hidrogénio. As suposi¢des do mecanismo de regeneragao da enzima se baseiam em
estudos com outras flavoenzimas, mas que aparentam ser aplicaveis para a MAO B
(EDMONDSON et al., 2009).

A inibicdo das monoamina oxidases é reconhecida como uma estratégia
farmacoldgica para elevar a concentragao de neurotransmissores no tecido alvo, e
isso € realizado pela classe de farmacos chamada inibidores de monoamina oxidase
(IMAOs). Os IMAOs podem ser classificados como seletivos para MAO A (IMAO A),
seletivos para MAO B (IMAO B) ou nao seletivos (inibem tanto MAO A quanto MAO
B). Entre os IMAO A, os principais representantes sdo os inibidores irreversiveis
clorgilina e pargilina e o inibidor reversivel moclobemida. Em relacdo aos IMAO B,
estdo disponiveis os inibidores irreversiveis selegilina e rasagilina e o inibidor
reversivel safinamida. Por fim, alguns exemplos de inibidores n&do seletivos sdo a
tranilcipromina, fenelzina e isocarboxazida, todos irreversiveis (BHAWNA et al.,

2022). Suas estruturas estao representadas no Quadro 2.
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Seletividade Reversibilidade Nome Estrutura
IMAO A Irreversiveis Clorgilina Cl |
e
:E /O\/\/N\//
Cl
Pargilina
N
@/\l/\\
Reversiveis Moclobemida o K\
/@)L /\/N\)
NH
of
IMAO B Irreversiveis Selegilina | P
o
R ili
asagilina & ——
NH
Reversiveis Safinamida

Nao seletivos

Irreversiveis

Tranilcipromina

Fenelzina

Isocarboxazida

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma das aplicagbes dos IMAOs é para a Doenca de Parkinson. A
farmacoterapia da Doenca de Parkinson (DP) se baseia inicialmente em diminuir a
progressao dos sintomas e, quando em estagios sintomaticos, controlar esses
eventos (BRASIL, 2017). Atualmente as classes de medicamentos disponiveis para
a DP sdo os precursores de dopamina (levodopa), Inibidores da
DOPA-Descarboxilase (benserazida e carbidopa), agonistas dopaminérgicos
(pramipexol, bromocriptina e rotigotina), inibidores da catecol-o-metil transferase
(entacapona), inibidores da monoamina oxidase do tipo B (selegilina, rasagilina e
safinamida), anticolinérgicos (triexifenidil e biperideno), antiglutamatérgicos
(amantadina) e antipsicoticos (clozapina) (BRASIL, 2017; SABA et al., 2022). No
Brasil, todas essas opg¢des estdo disponiveis no mercado, entretanto, no Sistema
Unico de Salde somente ndo estdo presentes a rotigotina, o pramipexol de
liberacdo prolongada e a safinamida (BRASIL, 2022).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenga de Parkinson (2017)
preconiza como tratamento na fase inicial da doenca os inibidores da MAO B,
amantadina ou anticolinérgicos (se refratario a outros antiparkinsonianos), em
individuos sem prejuizo funcional. Ja para os individuos com algum prejuizo
funcional, é recomendado o uso de levodopa em baixas doses, visto que altas doses
levam rapidamente a flutuagdes motoras (wearing-off, delayed-on e no-on), as quais
também acontecem em baixas doses, mas somente apds anos de tratamento. O uso
de agentes dopaminérgicos para essa populagao deve ser mais cauteloso, visto que
apresentam diversos efeitos adversos que podem limitar seu uso, sendo indicados
como primeira linha em monoterapia para pacientes jovens, principalmente os
agonistas que nao sao derivados do ergot (pramipexol e rotigotina) (NICE, 2017;
SABA et al., 2022).

Na fase avancada da doencga, o uso de associacdes se torna comum, visto as
complicagdes geradas pela doenga. O uso de levodopa em baixas doses, associado
ao pramipexol, a entacapona, a rasagilina ou a amantadina apresenta beneficios
motores, especialmente em relacdo ao primeiro, que possibilita a redugado da dose
de levodopa (BRASIL, 2017). Agonistas dopaminérgicos, inibidores da COMT e
inibidores da MAO B permitem a reducgao das flutuagdes, mas n&o das discinesias
dessa fase (SABA et al., 2022). Em relagcao aos sintomas nao-motores, o uso de
clozapina € o mais adequado para o controle de alucinagdes e delirios (BRASIL,
2017; NICE, 2017), seguido da quetiapina (NICE, 2017), devendo os demais
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medicamentos antiparkinsonianos serem retirados ou terem sua dose reduzida
(BRASIL, 2017). Individuos que apresentam deméncia parkinsoniana, podem ser
manejados com o uso de inibidores de acetilcolinesterase (NICE, 2017).

A classe dos inibidores de monoamina oxidase do tipo B, representada pela
selegilina, rasagilina e safinamida, é utilizada para o controle dos sintomas motores
da DP. Entre os principais beneficios da selegilina, se destacam a redugdo da
progressao da doenga e a diminui¢ao da necessidade do uso de levodopa ao longo
do tempo quando administrado na fase inicial da doenga (TETRUD; LANGSTON,
1989). Uma revisao sistematica de WANG et al. (2023) identificou uma melhora no
escore UPDRS total (Escala Unificada de Avaliagdo da Doenga de Parkinson), com
0 uso da selegilina em monoterapia ou terapia combinada, havendo ainda uma
tendéncia ao longo do tempo dessa melhora no escore. Para as subescalas UPDRS
I, UPDRS Il e UPDRS Ill também houve uma tendéncia parecida de melhora ao
longo do tempo, assim como para os escores HAMD (Escala de Avaliagdo de
Depressdo de Hamilton), que avalia depressao em pacientes com DP, e WRS
(Escala de Avaliagao de Webster), o qual avalia o prejuizo clinico dos pacientes com
DP. Entre os efeitos adversos, a selegilina apresentou maiores prejuizos
neuropsiquiatricos, com os disturbios de sono sendo os mais prevalentes, quando
comparada com o placebo. Em relagdo aos farmacos entacapona, pramipexol e
triexifenidil essa diferenga nao foi significativa (WANG et al., 2023).

Por sua vez, a rasagilina apresenta efeitos de curto prazo, relacionados a
inibicdo da MAO B e aumento da dopamina local, e efeitos de longo prazo,
envolvendo neuroprotecao por mecanismo anti-apoptético (YOUDIM et al., 2005).
Em monoterapia, o farmaco consegue melhorar o UPDRS |, Il e Il com uma dose de
1 mg, porém com 2 mg somente & capaz de melhorar as subescalas Il e Ill, além de
ambos reduzirem a escala total. Os eventos adversos sdo os mesmos para as duas
doses e na mesma frequéncia (CHANG et al., 2022). Em terapia adjunta a levodopa,
a rasagilina é capaz de reduzir a dose necessaria de levodopa, melhorar os escores
UPDRS Il e lll e ndo apresenta diferenga significativa entre a frequéncia de efeitos
adversos quando comparada a monoterapia de levodopa (KANO et al., 2022).

A safinamida é indicada nas fases moderada a avangada da DP como terapia
adjunta ao levodopa. Um diferencial é o fato de sua atividade ser multimodal,
levando a inibicdo reversivel da MAO B e bloqueio de canais de sodio voltagem

dependente e modulagdo de canais de calcio, com consequente inibicdo da
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liberacédo de glutamato (GARDONI et al., 2018). Em uma metanalise de 2021, a mais
recente até entdo, o farmaco apresentou importancia no tratamento de pacientes
com DP com flutuagbes motoras na dose de 100 mg associado a levodopa,
melhorando o UPDRS lll, ampliando o tempo de ON (tempo em que ha a presenga
de efeitos terapéuticos) e diminuindo o tempo de OFF (tem em que ha a auséncia de
efeitos terapéuticos). Os efeitos adversos encontrados foram poucos ou nulos nas
trés doses observadas (50 mg, 100 mg e 200 mg), para pacientes com ou sem
flutuagdes motoras (GIOSSI et al.,, 2021). Entretanto, a qualidade dos estudos
utilizados na revisdo sistematica citada sdo em geral de moderada ou baixa
qualidade, dificultando a sua confiabilidade para a pratica clinica.

Especificamente, os inibidores da monoamina oxidase do tipo B irreversiveis,
selegilina e rasagilina, aumentam a atividade da dopamina na regido estriatal do
encéfalo e reduzem a formacado de espécies radicalares derivadas da atividade da
enzima (CHEN; SWOPE, 2005). A inibicdo gerada por essas moléculas ainda nao
esta totalmente clara, porém é observada a formagao de um aduto covalente entre o
grupo propargilamina e o] nitrogénio 5 do anel isoaloxazina
(CHAJKOWSKI-SCARRY; RIMOLDI, 2014). Uma proposta de mecanismo de
inibicdo irreversivel para os analogos de propargilamina foi apresentada por Tandaric¢

e Vianello, em 2019, a partir de estudos computacionais, descrita na Figura 8.

Figura 8: Mecanismo de inibig&o irreversivel proposto para derivados de
propargilamina.
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Legenda: A primeira etapa se refere a abstragdo de um hidreto, representado por SP1 e TS1, com
consequente rearranjo das ligagdes 11 em forma de aleno. Em seguida, ha um ataque eletrofilico ao
carbono 4a, com formagédo de um aduto entre as espécies (SP2). O aduto favorece a transferéncia do
préton abstraido pelo nitrogénio 5 para o carbono 3 do inibidor (TS2) e a criagdo de um anel de trés
membros entre o carbono y, o nitrogénio 5 e o carbono 4a (SP3). Devido a tens&o do anel gerado e a
conformacao do anel isoaloxazina, ele se quebra entre o carbono y e o carbono 4a (TS3), havendo
rearranjo eletrdnico com formacao de SP4. SP: Ponto Estacionario; TS: Estado de Transicao.
Fonte: Adaptado de Tandari¢ e Vianello, 2019.

Com o avancgo dos estudos de relagao estrutura atividade para os inibidores
da monoamina oxidase, novas classes quimicas de moléculas foram testadas
visando a inibicdo das enzimas, avaliando a sua reversibilidade e seletividade em
relagdo as duas isoenzimas. Entre algumas dessas classes, podemos citar os
derivados de cumarinas, chalconas, pirazois, tiazéis, oxazolidinonas, benzotiazdis e
quinoxalinas (Figura 9) (BHAWNA et al., 2022).

Figura 9: Grupos quimicos de potenciais inibidores de monoamina oxidase.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os analogos de cumarinas representam um importante grupo de moléculas
com atividade biologica, sendo um exemplo a varfarina, a qual é utilizada como
farmaco anticoagulante em pacientes com fibrilagdo atrial pelo risco de infarto
cardioembdlico e no tratamento de trombose venosa profunda e embolismo
pulmonar (ABDELNABI et al., 2022). O nucleo cumarinico € formado por uma
estrutura de dois anéis chamada 2H-1-benzopiran-1-ona (Figura 10 A). As
cumarinas naturais podem ser classificadas como cumarinas simples (Figura 10 B),
furanocumarinas (com um anel furano conjugado ao anel benzénico; Figura 10 C),
piranocumarinas (com pelo menos um anel pirano dissubstituido conjugado ao anel

benzénico; Figura 10 D), isocumarinas (isdbmero da cumarina; Figura 10 E) e
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bicumarinas (com dois nucleos cumarinicos covalentemente ligados; Figura 10 F)
(KOYIPARAMBATH et al., 2021).

Figura 10: Classificacdo das cumarinas naturais.
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Fonte: Adaptado de (KOYIPARAMBATH et al., 2021).

Atualmente, sabe-se que as cumarinas naturais e sintéticas tém atividade
também no Sistema Nervoso Central, podendo ser importantes adjuvantes nos
tratamentos de doencas que afetem esse sistema (SKALICKA-WOZNIAK et al.,
2016). Diversos analogos ja foram sintetizados e avaliados quanto a sua atividade
biolégica frente a doengas neurodegenerativas, como na Doenga de Alzheimer
(MZEZEWA et al., 2021) e na Doenga de Parkinson (MOYA-ALVARADO et al.,
2021), encontrando moléculas com grande potencial de se tornarem agentes

terapéuticos (Tabela 1).
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Tabela 1: Exemplos de moléculas contendo nucleo cumarinico e sua atividade sobre

a MAO B.
IC;, MAOB | SI MAO B a .
Estrutura < Referéncia
(uM) (uM)
MZEZEWA
0,029 1332 | otar. 2021,
MZEZEWA
0,101 2059 | ot ar, 2021,
MOYA-ALVA
0,76 £ 0,08 - RADO et al.,
2021.
(TAO et al.,
3,66 + 1,64 >100 2019).
HO

Legenda: SI MAO B: indice de Seletividade para MAO B, calculada a partir da equagao:
S| = 1C5, (MAO A)/IC5,(MAO B).
Fonte: Adaptado de Moya-Alvarado et al., 2021; Mzezewa et al., 2021 e Tao et al., 2019.

De forma geral, inibidores irreversiveis levam a maior duracéo e intensidade
da acdo desejada, com menor flutuagdo dos parametros farmacocinéticos,
entretanto a sintese de novo de enzima e o risco de imunogenicidade da ligacao
entre o inibidor e a enzima tornam seu uso mais cauteloso. Ja em relagcdo aos
inibidores reversiveis, o principal fator que influencia sua atividade é a seletividade
frente as isoenzimas, possuindo normalmente melhores perfis de seguranca
(CARRADORI; SILVESTRI, 2015; DUARTE; CUADRADO; LEON, 2021). Anélogos
cumarinicos, no geral, possuem um otimo perfil de reversibilidade e seletividade
para MAO B (MATOS et al., 2020).

Dessa forma, o presente trabalho busca ampliar a gama de moléculas na
literatura contendo o nucleo cumarinico e que tém potencial de inibir a enzima MAO

B, aumentando a chance de alguma delas ser eleita para estudos posteriores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo teorica das propriedades de ligagdo dos derivados cumarinicos
propostos com o sitio ativo da enzima monoamina oxidase do tipo B (MAO B) e

sintese de tais derivados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analise in silico das interagdes entre a enzima MAO B e os analogos
cumarinicos propostos, por meio de ancoramento molecular;

Obter os analogos avaliados a partir da sintese sequencial e purificagado de
cada intermediario e produto da rota sintética proposta;

Caracterizar estruturalmente os intermediarios e produtos finais por meio de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN '3C),

bem como espectrometria de massas de alta resolugéo.



30

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISES IN SILICO

3.1.1 Tratamento dos ligantes

Os ligantes avaliados nas analises in silico foram o Derivado
Cumarinico-Propargilico Metoxilado (DCPM), o Derivado Cumarinico-Propargilico
Etoxilado (DCPE), o Derivado Cumarinico-Alquilico Metoxilado (DCAM) e o Derivado
Cumarinico-Alquilico Etoxilado (DCAE), cujas estruturas quimicas estdo
representadas na Figura 11. Os Derivados Cumarinicos-Propargilicos, em especial,
contém um grupamento propargilamina ligado ao carbono 3 do anel cumarinico,
enquanto os Derivados Cumarinicos-Alquilicos apresentam um grupo n-propilamina
no mesmo carbono.

As estruturas foram desenhadas no software gratuito Avogadro (HANWELL et
al., 2012) e pré-otimizadas no proprio programa, até a variacdo de energia em
relacdo ao campo aplicado ser nulo. Posteriormente, as estruturas foram otimizadas
com o aplicativo gratuito ORCA (NEESE, 2012), além de serem realizados calculos
de frequéncia para identificacdo de possiveis anormalidades nas frequéncias
calculadas para as ligagdes. A otimizacdo molecular se deu por meio do método
semi-empirico Hartree-Fock de 3 parémetros corrigidos (HF-3c), se mostrando o
melhor método semi-empirico para as moléculas em questdo, visto que nao
apresentou frequéncias negativas nos calculos realizados.

Ainda, de forma a verificar e garantir a fidedignidade da estrutura molecular
dos ligantes otimizados, foi utilizado o software Mercury do suite de soffwares da
CCDC (GROOM et al., 2016), com a correcao de atomos e ligagdes da molécula, se
necessario. Essa etapa adicional também foi aplicada para o ligante cristalografico
(selegilina), o qual foi extraido do complexo com a enzima e desfeita sua ligacao

covalente com o cofator FAD por meio do software Discovery Studio Visualizer.
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Figura 11: Ligantes avaliados nas analises in silico.
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Legenda: DCPM: Derivados Cumarinico-Propargilico Metoxilado; DCPE: Derivados
Cumarinico-Propargilico Etoxilado; DCAM: Derivados Cumarinico-Alquilico Metoxilado; DCAE:
Derivados Cumarinico-Alquilico Etoxilado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2 Tratamento da enzima monoamina oxidase do tipo B

A enzima utilizada no trabalho foi a monoamina oxidase do tipo B em
complexo com a selegilina descrita por De Colibus et al., 2005, catalogada sob o
cddigo 2BYB no Protein Data Bank (Resolucéo de 2,20 A). A proteina foi mantida
completamente rigida durante os estudos in silico, somente sendo adicionado os
hidrogénios n&o explicitos na molécula, sem alteracdo no tautomerismo dos
residuos de histidina. Uma vez que moléculas de agua estdo presentes na proteina

cristalografica, houve necessidade de retirar essas estruturas para o ancoramento.

3.1.3 Ancoramento molecular

A ancoragem molecular se deu por meio do software GOLD, do suite de
softwares da CCDC (GROOM et al.,, 2016). Duas etapas foram feitas para a
obtencdo dos resultados: a validacdo do método e o ancoramento com os
parametros da validagao.

A validacdo das corridas de ancoramento molecular ocorreu através da
variacdo do raio do sitio de ligacdo, nas distancias de 6,0 A, 7,0 A e 8,0 A, versus as
quatro fungdes de escore presentes no software, ditos CHEMPLP, GoldScore,
ChemScore e ASP. O ligante cristalografico da enzima, selegilina, e o controle

positivo, também sendo a selegilina, foram analisados frente a observagao do erro


https://www.zotero.org/google-docs/?uHmym0
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quadratico médio (RMSD) em relagdo as coordenadas do ligante cristalografico. O
ancoramento estaria validado caso o RMSD estivesse menor ou igual a 2,0, na
maioria dos resultados para determinado raio no grid e fungdo de escore, sendo
essa distancia e método de calculo utilizados para obter os resultados. Como
resultado, foi encontrado que a fungédo de escore ASP no raio de 7,0 A e de 8,0 A
apresentaram os melhores valores de RMSD, com os dois raios exibindo a mesma
eficiéncia.

Para a obtencdo dos resultados, os 4 ligantes foram testados, tendo o ligante
cristalografico como controle da corrida por meio do seu RMSD. O ancoramento foi
realizado segundo as configuragdes da validagéo, utilizando a fungéo de escore ASP
no raio de 8,0 A, com obtenc&o do fitness para cada pose. As posicdes preferenciais
para cada ligante foram definidas de acordo com a pose de maior prevaléncia e,
dentre elas, as que se apresentavam mais centralizadas quando comparadas as
demais e com o minimo possivel de choques entre os raios de Van der Waals dos
atomos do ligante e do cofator FAD.

Tanto para a validagéo, quanto para os testes, foi permitido flexibilidade total
as ligagcbes dos ligantes testados, além da eficiéncia de busca ser de 200%, onde

foram selecionadas as 10 primeiras poses encontradas apods a corrida.

3.1.4 Analise dos tipos e distancia das interagdes dos ligantes com a enzima

As posigdes preferenciais encontradas foram avaliadas quanto aos tipos de
interacdes e a distancia em relagdo aos residuos de aminoacidos do sitio de ligagao
da enzima. Ligagdes covalentes entre os ligantes e a enzima nao foram alvo de
busca para o presente estudo. As interagdes de maior relevancia foram as que
apresentaram distancia entre os atomos envolvidos menor ou igual a 3,0 A, sendo
classificadas visualmente. Algumas interagdes chave em uma distancia maior de 3,0
A também foram avaliadas.

As poses foram convertidas em arquivos de visualizagdo para o software
PyMOL Open Source versao 2.6.0a0, para que fossem feitas as analises de
distancia de ligacéao e tipos de ligacao, respectivamente, bem como na produgao das

imagens apresentadas no trabalho.



33

3.2 SINTESE ORGANICA

Apos a avaliagéo in silico, a rota sintética para obtengdo dos quatro

derivados, apresentada no Esquema 1, foi testada.

Esquema 1: Via sintética dos derivados cumarinicos.
OH OH ~0
o 0 | I{A/B)
| | —_— = — -
o, M yoe
HO OH HO 0" g R

1]
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Legenda: Condigbes reacionais. Condigao I: Acido Polifosférico, 60° C. Condigao II: Cs,CO,,
t-BuONa, C,H;Br (A) ou CH;l (B), DMF, 0 °C. Condigao Ill: CCl,, NBS, 50 °C. Condigao IV: NaN,,
DMF, 70 °C. Condigéo V: PPh;, DMF, 70 °C. Condigao VI: TosCl, KOH, Eter Dietilico, 0 °C.
Condigao VII: 6x ou 6y, DBU, THF, 0 °C. Analogos. 7: DCPM. 8: DCPE. 9: DCAM. 10: DCAE.
Fonte: Elaborado pelo autor

A etapa inicial da rota sintética € composta por uma condensacao de
Pechmann na auséncia de solvente (MARTIN et al., 2018). Em seguida, ha a
alquilagcao dos grupos hidroxila por meio de uma substituicdo nucleofilica com
brometo de etila ou iodeto de metila, produzindo os analogos etoxilado (via “A”) e
metoxilado (via “B”), respectivamente (PADURARU et al., 2008). A terceira etapa
consiste na brominacdo do carbono 3 do anel cumarinico, como descrito por
Schieferdecker et al., 2019, sofrendo, posteriormente, uma substituicao nucleofilica

por um grupo azida (MATTA et al., 2018). O intermediario azida gerado foi


https://www.zotero.org/google-docs/?NH7h90
https://www.zotero.org/google-docs/?MWckOQ
https://www.zotero.org/google-docs/?lTgFPx
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posteriormente reduzido com NaBH, e NiCl, (GIAMPIERO et al., 2021), para que
seja possivel a substituicdo nucleofilica entre a amina primaria formada e o tosilato
de propargila ou de n-propila (GORE et al., 2009), os quais foram previamente
obtidos pela tosilagdo do alcool propargilico ou n-propilico, respectivamente
(COBAN; AYRANCI; AK, 2022).

O acompanhamento das reagdes foi realizado por cromatografia de camada
delgada (CCD) em placa de silica gel, com leitura nos comprimentos de onda de 254

nm e 365 nm.

3.3 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL

A elucidagcdo estrutural foi feita por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN **C), monodimensional e bidimensional, em
aparelho Bruker Fourier 300 com frequéncia de operagdo de 300 MHz para RMN 'H
e 75 MHz para RMN "*C. O padréo utilizado para a RMN foi o Trimetilsilano, com os
deslocamentos quimicos expressos em partes por milhdo (ppm). A espectrometria
de massas de alta resolugdo (HRMS) também foi realizada para os intermediarios,
sendo feita em equipamento Xevo G2-S QTof.

Quando pertinente, a etapa de elucidagao estrutural foi complementada por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em aparelho IR
Prestige-21.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono

estao presentes no Apéndice B.


https://www.zotero.org/google-docs/?Cjqnpl
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https://www.zotero.org/google-docs/?OBUYLY
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3.4 REAGOES E IDENTIFICAGAO

3.4.1 Preparo da 5,7-dihidroxi-4-metil-2H-cromen-2-ona (1)

OH  CH,

HO O O

Em um béquer, foram adicionados 5,0 g de floroglucinol (1 eq., 39,6 mmol),
5,0 ml de acetoacetato de etila (1 eq., 39,6 mmol) e 0,5 ml de acido polifosférico
(0,26 eq., 10,29 mmol). A mistura foi agitada sob temperatura de 60 °C, sem
utilizacdo de solvente. A reagao foi finalizada apds 2 horas, sendo adicionado agua
em temperatura ambiente e filtrado sob baixa pressido. Posteriormente, o material

retido no filtro foi lavado 2 vezes com etanol, restando um sélido de cor branca.

Férmula Molecular: C,,H;O,
Massa Molar: 192,17 g mol™
Rendimento: 67,19% (5,11 g; 26,59 mmol)

RMN "H (300 MHz, CDCL,) 5 6,29 (d, J 2,3 Hz, 1H, H-8), 6,21 (d, J 2,3 Hz, 1H, H-6),
5,85 (s, 1H, H-3), 2,59 (s, 3H, CHs).

HRMS calculado para C,,HsO, [M+Na]* m/z 215,0315, encontrado m/z 215,0327.

3.4.2 Preparo da 5,7-dietoxi-4-metil-2H-cromen-2-ona (2a)

Em um baldo, foi adicionado 1,5 g de (1) (1 eq., 7,81 mmol), o qual foi
solubilizado com DMF (20 ml) sob atmosfera de argbnio. Posteriormente, a
temperatura foi reduzida em banho de gelo (0 °C) e entdo foram adicionados o
Cs,CO; (1 eq., 2,545 g, 7,81 mmol), o t-BuONa (1 eq., 0,751 g, 7,81 mmol) e o EtBr

(3 eq., 1,74 ml, 7,81 mmol) sob agitacdo, sendo a reagdo monitorada por meio de
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CCD (hexano:acetato de etila 7:3 v/v) durante 4 horas. Quando finalizada a reagéo,
foi realizada uma partigao liquido-liquido extraindo com CH,CI, e agua 2 vezes. A
fase organica foi desidratada utilizando Na,SO, anidro, esperando secar o solvente a
temperatura ambiente e em seguida mantido sob vacuo, com formag&o de um sdlido

verde.

Formula Molecular: C,H;0,
Massa Molar: 248,27 g mol™
Rendimento: 86,12% (1,67 g; 6,72 mmol)

RMN 'H (300 MHz, CDCI;) 5 6,40 (d, J 2,3 Hz, 1H, H-8), 6,26 (d, J 2,3 Hz, 1H, H-6)
5,93 (dd, J 1,2/ 2,3 Hz, 1H, H-3), 4,06 (q, J 7,0 Hz, 4H, CH,), 2,55 (d, J 1,2 Hz, 3H,
CHa,), 1,47 (t, J 7,0 Hz, 3H, CH,), 1,43 (d, J 7,0 Hz, 3H, CH,).

RMN *C (75 MHz, CDCl;) & 162,1, 161,2, 158,4, 156,9, 154,7, 111,2, 96,2, 93,7,
64,6, 64,0, 24,4, 14,6, 14,5.

HRMS calculado para C,HsO, [M+Na]* m/z 271,0941, encontrado m/z 271,0960.

3.4.3 Preparo da 5,7-dietoxi-4-metil-3-bromo-2H-cromen-2-ona (3a)

Em um baldo, 500 mg de (2a) (1 eq., 2,02 mmol) foi solubilizado em 40 ml de
CCl, e em seguida 717,2 mg de NBS (2 eq., 4,04 mmol) foram adicionados na
solugcdo. A temperatura foi mantida em 50 °C, sob agitacéo, por 9 horas. Durante o
periodo, o monitoramento foi realizado por CCD (hexano:acetato de etila 7:3 v/v), até
o desaparecimento do material de partida. O precipitado formado foi filtrado com
CCl,; e um segundo baldo onde foi recolhido o material solubilizado foi secado em
rotaevaporador. Em seguida, foi realizada cromatografia em coluna com eluicdo em
gradiente (partindo de hexano:acetato de etila 9:1 v/v e aumentando 10% de acetato
de etila a cada eluicdo até 5:5). As fragbes contendo o produto foram reunidas em

um baldo e o solvente removido sob vacuo, sobrando um sélido amarelo.
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Férmula Molecular: C,H,;BrO,
Massa Molar: 327,17 g mol™
Rendimento: 32,40% (162 mg; 0,49 mmol)

RMN 'H (300 MHz, CDCI;) & 6,43 (d, J 2,4 Hz, 1H, H-8), 6,32 (d, J 2,4 Hz, 1H, H-6),
4,09 (q, J 7,0 Hz, 4H, CH,), 2,83 (s, 3H, CH,), 1,51 (t, J 7,0 Hz, 3H, CH;), 1,45 (d, J
7,0 Hz, 3H, CH,).

RMN *C (75 MHz, CDCl;) 5 162,1, 161,6, 157,8, 155,6, 152,9, 109,2, 104,1, 96,9,
93,5, 64,9, 64,2, 24,4, 14,6, 14,5.

HRMS calculado para C,,H,sBrO, [2M+Na]* m/z 675,0200, encontrado m/z
675,0212.

3.4.4 Preparo da 3-azido-5,7-dietoxi-4-metil-2H-cromen-2-ona (4a)

Em um balado, 162 mg de (3a) (1 eq., 0,4951 mmol) foi solubilizado em 3 ml de
DMF hidratado, sob aquecimento a uma temperatura de 70 °C e agitagdo. 71,44 mg
de NaN; (2,22 eq., 0,9902 mmol) foi adicionado na solugédo, sendo a reagao
acompanhada por CCD (hexano:acetato de etila 7:3 v/v) até todo o material de
partida ser consumido. A reacdo foi finalizada ap6s 8 horas, sendo adicionado
solucdo saturada de NaCl, filtrado, e realizado extragcdo com CH,CI, 4 vezes. Na
sequéncia, a fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente removido sob
vacuo. O material foi isolado por cromatografia em coluna com eluigdo em gradiente
(partindo de hexano:acetato de etila 8:2 v/v até 5:5 v/v, aumentando 10% de acetato
de etila a cada eluicado). As fragdes contendo o produto foram reunidas em um balao

e secas em rotaevaporador, restando um sélido amarelo.

Formula Molecular: C,,HsN;0,
Massa Molar: 289,28 g mol™
Rendimento: 7,75% (11,1 mg; 0,038 mmol)
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RMN 'H (300 MHz, CDCI;) &6 6,40 (d, J 2,4 Hz, 1H, H-8), 6,29 (d, J 2,4 Hz, 1H, H-6),
4,02 (q, J 7,0 Hz, 4H, CH,), 2,55 (s, 3H, CH,), 1,47 (t, J 7,0 Hz, 3H, CH,), 1,43 (t, J
7,0 Hz, 3H, CH,).

RMN *C (75 MHz, CDCl;) 5 161,0, 158,3, 153,5, 139,4, 119,3, 118,6, 104,7, 97,0,
93,5, 64,7,64,1,17,7, 14,6, 14 1.

HRMS calculado para C,4,HsN5O, [2M+Na]* m/z 601,2017, encontrado m/z
601,2057.

3.4.5 Preparo do prop-2-in-1-il 4-metilbenzeno-1-sulfonato (6x)

Em um erlenmeyer a 0 °C, 11,4 g de TosCl (3 eq., 150 mmol) foram
solubilizados em 50 ml de éter dietilico e entdo adicionado 2,72 ml de alcool
propargilico (1 eq., 50 mmol). Em seguida, KOH (16,83 g, 6 eq., 300 mmol) foi
adicionado aos poucos, observando a formacdo de um precipitado fino. Apés 4
horas de agitagdo, 60 ml de agua gelada foi adicionada na mistura reacional, a qual
foi extraida 4 vezes com éter dietilico. A fase organica foi evaporada a temperatura

ambiente por 48 horas, restando um composto oleoso de coloragdo marrom.

Férmula Molecular: C;,H;N;0,
Massa Molar: 210,25 g mol™
Rendimento: 39,20% (4,41 g; 20,97 mmol)

RMN 'H (300 MHz, CDCI;) 6 7,81 (d, J 8,4 Hz, 2H, H-2, H-6), 7,35 (d, J 8,4 Hz, 2H,
H-3, H-5), 4,69 (d, J 2,5 Hz, 2H, CH,), 2,49 (t, J 2,5 Hz, 1H, CH), 2,45 (s, 3H, CH,).
RMN *3C (75 MHz, CDCl) 5 145,2, 132,9, 129,9, 128,1, 77,3, 75,4, 57,3, 21,7.
HRMS calculado para C,,H,05S [2M+Na]* m/z 443,0594, encontrado m/z 443,0585.
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Os experimentos envolvendo ancoragem molecular demonstraram boa

complementaridade entre os residuos da MAO B e os atomos dos ligantes na fungao

de escore e raio do sitio ativo escolhidos. Os analogos de cumarina mostraram

valores de fitness superiores em comparagao ao ligante cristalografico selegilina.

Entre esses analogos, os compostos etoxilados exibiram valores de fitness mais

altos do que os metoxilados. Ja entre os analogos etoxilados, observou-se uma

tendéncia em que o Derivado Cumarinico-Propargilico Etoxilado (DCPE) apresentou

valores mais elevados que o Derivado Cumarinico-Alquilico Etoxilado (DCAE). Os

valores de fitness encontrados estao representados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de fitness encontrados para os analogos e o controle positivo

selegilina.

Pose Selegilina DCPM DCPE DCAM DCAE
1 26,6449 42,5565 43,4510 42,5565 44,6160
2 28,8197 41,0575 42,2999 41,8757 43,2053
3 28,9821 41,8757 41,9244 40,4975 43,7493
4 29,2044 40,4975 44,2933 41,3174 43,4808
5 30,0320 41,3174 44,6091 41,1123 44,1929
6 28,8383 41,1123 44,3635 41,5741 43,0485
7 29,3061 41,5741 44,8952 42,2874 42,6225
8 29,8312 42,2874 44,7458 41,2217 43,3060
9 29,6440 41,2217 43,6379 42,6123 43,3136

10 28,8558 42,6123 44,4618 41,0575 44,1491

Legenda: Em negrito e destaque, as poses de cada analogo utilizadas para avaliagdo de interacées

apos triagem visual. DCPM: Derivados Cumarinico-Propargilico Metoxilado; DCPE: Derivados
Cumarinico-Propargilico Etoxilado; DCAM: Derivados Cumarinico-Alquilico Metoxilado; DCAE:

Derivados Cumarinico-Alquilico Etoxilado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De forma geral, todos os ligantes se posicionaram dentro do sitio ativo

ortogonalmente ao anel isoaloxazina, entretanto a inspecédo visual das poses

permitiu observar trés fontes de variagcées entre as poses, sendo elas: o sentido do

grupamento propargilamina/propilamina em relagdo ao anel isoaloxazina (oposto ou
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direcionado ao anel), a direcdo do grupamento lactona no sitio ativo (para cima ou
para baixo) e a ocorréncia de choque entre os raios de Van der Waals do ligante e
do anel isoaloxazina. Ainda, a prevaléncia de poses semelhantes foi verificada. Os

resultados estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas espaciais dos ligantes no sitio ativo da MAO B.

Caracteristica DCPM DCPE DCAM DCAE
Cadeia nitrogenada 100% Oposta | 80% Direcionada | 100% Oposta 70% Oposta
Direcao da lactona 100% Baixo 100% Baixo 50% Baixo 100% Baixo

Choques de raios de VW | 50% Presente 100% Presente 60% Ausente | 100% Presente

Semelhancga entre poses | 100% Similares | 80% Similares 50% Similares | 70% Similares

Legenda: Percentual de frequéncia referente a 10 poses de cada analogo. DCPM: Derivados
Cumarinico-Propargilico Metoxilado; DCPE: Derivados Cumarinico-Propargilico Etoxilado; DCAM:
Derivados Cumarinico-Alquilico Metoxilado; DCAE: Derivados Cumarinico-Alquilico Etoxilado. VW:

Van der Waals.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A inspecao visual das poses geradas pelo ancoramento, em contrapartida,
nao corresponde aos maiores valores de fitness para cada um dos analogos.
Particularmente, para os analogos DCPM, DCPE e DCAE, as poses escolhidas
foram as que possuem menor fitness dentre as demais, conforme a Tabela 2. As
posi¢cdes prevalentes de cada ligante estdo representadas nas Figuras 12 e 13.

Uma vez que o fitness avalia a complementaridade do ligante com o sitio
ativo, é possivel hipotetizar que as diferencas dos valores de fitness entre os grupos
de ligantes etoxilados e metoxilados pode ser decorrente do aumento da
hidrofobicidade e tamanho das cadeias ligadas ao nucleo cumarinico, ja que as
cavidades da MAO B possuem grande numero de residuos hidrofébicos,
aumentando a quantidade de interagdes com o ligante. Por consequéncia, uma vez
que a cadeia n-propilica do DCAE tem carater mais apolar que a cadeia propargilica
do DCPE, a chance dessa cadeia interagir com os residuos na porgao oposta ao

FAD é maior, direcionando a cadeia nitrogenada para essa regiao.
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Figura 12: Poses preferenciais dos analogos propargilicos DCPM e DCPE.

Legenda: Cadeia carbdnica do FAD representada em ciano, DCPM em verde claro (A) e DCPE em
azul turquesa (B). Atomos de oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul, fésforo em laranja,

hidrogénio em branco e nuvens eletrénicas em cinza.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13: Poses preferenciais dos analogos n-propilicos DCAM e DCAE.

Legenda: Cadeia carbdénica do DCAM em laranja (A) e do DCAE em roxo (B). O esquema de cores &
o0 mesmo da Figura 12.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apdés a avaliagdo geral das poses, foi realizada a classificagdo dos tipos de
interagcdes e suas distancias frente aos residuos do sitio ativo da enzima. As
interacdes hidrofdbicas prevaleceram nos analogos DCPE e DCAM, sendo seguidas
pelas interagdes do tipo dipolo-dipolo. Ja para o analogo DCPM, as interagbes do
tipo dipolo-dipolo induzido foram as mais frequentes, estando em segundo lugar as
interagbes hidrofébicas. Em relagdo ao analogo DCAE, os dois tipos de interagdes
mencionados foram encontrados na mesma quantidade. As interagbes do tipo
stacking compreendem as interacdes 1r-stacking e T-stacking, estando presentes
somente com os ligantes DCPM, DCAM e DCAE. Ademais, as ligacbes de
hidrogénio foram observadas na mesma quantidade em todos os analogos. O
Apéndice A apresenta as descrigdes das interagcdes de cada analogo com o sitio
catalitico da enzima, enquanto a Figura 14 mostra os ligantes, os residuos
envolvidos em interagdes e as ligagcdes de hidrogénio quando presentes.

A presenca de cadeias hidrofébicas conectadas ao anel cumarinico gerou
muitas interacdes com a enzima, o que € esperado visto a grande hidrofobicidade do
sitio ativo. Entre os aminoacidos que estabilizaram as cadeias alquilicas, estao
principalmente a Phe 343 e Tyr 60 para os grupamentos nas posigdes 4 e 5 (metila e
metoxila/etoxila) do anel cumarinico e Leu 171 e lle 199 para os grupamentos na
posicao 3 (propargila e n-propila), porém outros aminoacidos também participam na
formagao do ambiente hidrofébico que interage com os ligantes, sendo eles Leu 328,
lle 198 e Phe 168 como residuos estritamente hidrofébicos. Ademais, uma vez que a
metodologia utilizada n&o avaliou a possibilidade de flexibilidade dos radicais dos
aminoacidos, € possivel que haja maior numero ou intensidade de interagbes com

os analogos, permitindo melhor perfil de complementaridade.
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Figura 14: Residuos e ligagbes de hidrogénio dos analogos testados com a MAO B.

Legenda: A: DCPM. B: DCPE. C: DCAM. D: DCAE. O esquema de cores € o mesmo das Figuras 12 e
13. Aminoacidos do sitio ativo em vermelho tijolo. Os pontilhados representam as ligagdes de
hidrogénio do sitio ativo com os analogos, com suas distancias medidas em angstrom (A).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Dado que nos analogos existem atomos de oxigénio e nitrogénio, esses
conseguem interagir ou por dipolo-dipolo induzido ou por ligagdes de hidrogénio com
o sitio ativo. Em relagdo aos analogos DCPM, DCAM e DCAE, cujos grupos
nitrogenados apresentaram-se opostos ao FAD, interagdes do tipo dipolo-dipolo
induzido sdo majoritariamente formadas entre os aminoacidos Lys 296, Phe 343, Tyr
398 e/ou Tyr 435 e os grupos metoxila e etoxila. Essas mesmas interagdes com o0s
éteres do analogo DCPE foram realizadas com os residuos Cys 172 e Phe 343. A
respeito dos atomos de nitrogénio dos grupos propargila e n-propila, o0 aminoacido
Leu 171 foi responsavel por estabiliza-lo nos analogos DCPM, DCAM e DCAE,
entretanto, para o analogo DCPE, a interagcédo se deu com a Tyr 398.

Um caso especifico de interagao do tipo dipolo-dipolo induzido foi observado
entre o nitrogénio 5 do FAD e o hidrogénio do carbono a do grupo propargila
presente no analogo DCPE, com uma distancia de 1,3 A. Esse tipo de interagdo
possibilita a ocorréncia de uma abstracdo de hidreto, uma vez que essa distancia
permite facilmente a extracdo do elétron, sendo considerada parte inicial do
mecanismo de inibi¢cao irreversivel proposto para os analogos de propargilamina
(Figura 8). Esse resultado permite o ampliamento do estudo do mecanismo de
inibicdo dos analogos aqui propostos.

Interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio foram observadas nos quatro
analogos, ocorrendo com o grupo lactona do anel cumarinico, havendo esse tipo de
interagc&o entre o alcool do residuo Tyr 435 e o oxigénio 1 da lactona. Ainda, para o
analogo DCPE, houve interagcdo com o alcool do residuo Tyr 188, favorecendo a
interagcdo com o sitio ativo da MAO B. Outro tipo de interagdo de hidrogénio foi
observada entre o grupo tiol do aminoacido Cys 172 com a carbonila da lactona dos
analogos DCPM, DCAM e DCAE, onde essa interagédo apresenta diferentes fungdes
de acordo com o grupo nitrogenado envolvido. Para o DCAM e DCAE, esse tipo de
interagdo aparenta estabilizar o grupo no sitio da enzima; ja para o DCPM, uma vez
que apresenta um grupo propargilico, também ha a possibilidade de haver formagao
de ligagdo covalente com a cisteina. A interagdo do enxofre da Cys 172 com o
carbono B do ligante DCPM conta com uma distancia de 5,6 A que indica a
possibilidade, mesmo que com baixa probabilidade, de formacdo de ligagéao
covalente quando avaliado em sistema biolégico, especialmente quando
considerada a flexibilidade dos residuos do sitio ativo da MAO B. Entretanto, a

formacdo do aduto ndo é certa, visto que o aminoacido n&o participa da catalise da
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enzima e a estrutura da propargilamina influencia fortemente esse tipo de atividade
(GEHRINGER; LAUFER, 2019).

Por fim, foram encontradas interagdes do tipo stacking com os analogos.
Interagdes do tipo mr-stacking com o anel benzénico do nucleo cumarinico, formado
pelos residuos Tyr 398 e Tyr 435 da “cela aromatica”, foram vistas para os analogos
DCPM, DCAM e DCAE, uma vez que a porgao benzénica do anel cumarinico esta
proxima desse residuos. Ja a interagado do tipo T-stacking foi encontrada para os
analogos DCPM, DCAM e DCAE com o anel 1,2-diidropiridina do FAD em uma

distancia de 2,2 4 2,3 A, o qual forma um anel aromatico quando em estado oxidado.


https://www.zotero.org/google-docs/?r2BbU3
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4.2 SINTESE ORGANICA

Em seguida, partiu-se para a sintese dos quatro analogos avaliados seguindo
a rota sintética proposta. Os analogos etoxilados, DCPE e DCAE, foram escolhidos
para a primeira sintese, visto que seus escores de fithess foram os maiores da série.

A primeira etapa consistiu na formagdo do nucleo cumarinico via
condensagao de Pechmann, incorporado com os substituintes metila na posigcao 4 e
hidroxila nas posigdes 5 e 7. Nela, o floroglucinol e o acetoacetato de etila reagem
na presenca de um acido forte como o acido polifosférico (PPA), havendo
transesterificagdo entre a hidroxila do floroglucinol e a carbonila ligada a etila do
acetoacetato de etila e posterior adigdao de Michael. O rendimento encontrado foi de
67,2%. Os resultados de RMN 'H mostraram um simpleto em 5,85 ppm do
hidrogénio do carbono 3, um simpleto em 2,59 ppm dos 3 hidrogénios da metila na
posicdo 4 e dois dupletos em 6,21 ppm e 6,29 ppm, correspondentes aos

hidrogénios dos carbonos 6 e 8 (Apéndice B, pagina 61).

Esquema 2: Reacgao de formagao do intermediario 1.
OH OH

(@] 0 4
PPA
‘ | AL e NN
O/\\ 60°C 5
HO OH HO 8 "0 0

8 1 9
Floroglucinol Acetoacetato de etila 1

Fonte: Elaborado pelo autor

Na sequéncia, foi realizada uma alquilagdo com bromoetano nas hidroxilas
fendlicas das posig¢des 5 e 7, levando a formagéao de éteres de etila (2a). Essa etapa
€ essencial para que a proxima ocorra, pois ha o risco de haver polimerizacdo do
produto pelo ataque de grupos nucleofilicos como as hidroxilas no produto
halogenado, reduzindo a quantidade do intermediario brominado na posigao 3. Para
a alquilagdo, o rendimento foi de 86,1%. A confirmag&o da sintese pelo RMN 'H se
deu pela presenca de sinais com quarteto em 4,06 ppm, correspondente ao
hidrogénios metilénicos dos dois grupos etila, e dois tripletos com deslocamentos de
1,47 ppm e 1,43 ppm, correspondentes aos hidrogénios dos carbonos terminais das

etilas (Apéndice B, pagina 62).
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Esquema 3: Reacgao de formagao do intermediario 2a.

OH
SN B Cs,C0O,, t-BuOna
+ ro - e
~ DMF, 0 °C

HO O 0

1 Bromoetano

Fonte: Elaborado pelo autor.

Durante a etapa de adicdo do bromo na posi¢gdo 3, houveram algumas
dificuldades relacionadas a formag¢do de subprodutos, chamados A, B e C. O
produto A encontrado é o intermediario de interesse (3a). Em relagdo ao subproduto
C, foi possivel o isolamento e caracterizacido por RMN, sendo observado a adicéo
do bromo nas posi¢cdes 6 ou 8 do anel aromatico, com formacgédo de 23,5 mg do
material (rendimento de 3,6%). Nao foi possivel isolar o subproduto B do subproduto
A para a sua caracterizagao, sendo, portanto, utilizado na reacdo de substituicao
nucleofilica com a azida. Apesar das perdas por formacdo de subproduto, o
rendimento da reacao foi de 32,4%, com a auséncia do sinal do hidrogénio na
posi¢ao 3 (de deslocamento de 5,93 ppm) quando comparado ao intermediario 2a
(Apéndice B, pagina 63).

Esquema 4: Reacéao de formacgao do intermediario 3a.

/\O Br
|
X + o N _o ——
%ﬁ CCl,, 50 °C
N
~"o 0 0
2a NBS

Fonte: Elaborado pelo autor.

A substituicdo nucleofilica do bromo pela azida na posicdo 3 foi a quarta
etapa da via sintética, sendo a reagdo com menor rendimento da rota até entao,
contando com 7,8% de material isolado (Esquema 5). O principal motivo para o
baixo rendimento é a formacado de diversos subprodutos, sendo observados pela
CCD realizada apds a cromatografia em coluna pelo menos outros 8 subprodutos
nao caracterizados. O RMN H' apresentou deslocamentos semelhantes aos
encontrados para intermediario brominado, visto que ndo houve mudanga na

quantidade de hidrogénios na molécula (Apéndice B, pagina 64).
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Esquema 5: Reacao de formagao do intermediario 4a.

/\O
Br NaN 4
\‘\.\ —_—
DMF, 70 *C
o
~"0 o~ o
3a

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reacdo paralela de formacdo do tosilato de propargila apresentou
desempenho razoavel, com 39,2% de material sintetizado. O éster de tosilato
sintetizado facilita a substituicdo nucleofilica na amina nos intermediarios 5a dos
analogos DCPM e DCPE, levando a formagdo do grupo propargilamina. O grupo
propargila pdde ser observado pelos hidrogénios em 2,49 ppm (1 hidrogénio do
carbono y) e 4,69 ppm (2 hidrogénios do carbono a), enquanto o grupo tosil
apresentou dois dupletos em 7,35 ppm e 7,81 ppm, correspondente aos hidrogénio
aromaticos, e um simpleto em 2,45 ppm dos 3 hidrogénios da metila substituida no

anel (Apéndice B, pagina 65).

Esquema 6: Reagao de formagéao do intermediario tosilato de propargila 6x.

711

0] 0 =
v O g 13y O @
N5 KOH ; Y58 10
HO\//// + W I 5 AN 9
O Et,0,0°C %
2
12 3
Alcool propargilico Cloreto de tosila 6x

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho buscou avaliar in silico as interagdes entre os analogos
cumarinicos e a monoamina oxidase do tipo B, encontrando ligagbes de hidrogénio
na estabilizacdo do anel lactbnico presente na cumarina, bem como uma boa
complementaridade com os residuos hidrofébicos presentes no sitio ativo da
enzima.

Ainda, foi observada a possibilidade de ocorréncia de formagao de ligagcao
covalente para os analogos propargilicos DCPM e DCPE, com o residuo Cys 172 e
com o nitrogénio 5 do anel isoaloxazina, respectivamente. Outras interagdes
relevantes sao relacionadas ao anel aromatico para os analogos DCPM, DCAM e
DCAE, tanto do tipo m-stacking pela “cela aromatica”, quanto do tipo T-stacking com
o anel 1,2-diidropiridina do FAD.

Com relacéo a sintese, os intermediarios etoxilados e o intermediario tosilado
foram isolados e caracterizados de forma quase eficiente, sendo obtidas 2 moléculas
inéditas na literatura, os intermediarios 3a e 4a.

Os dados aqui presentes serdo utilizados em trabalhos futuros do grupo de
pesquisa, bem como as moléculas sintetizadas seguirdo pela rota sintética até que

os quatro analogos sejam obtidos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como futuras atividades a serem testadas, estdo incluidas, mas nao

limitadas, as que se seguem:

a)

b)

Concluséo da sintese e purificagdo do intermediario contendo o grupamento
amina (5a; 3-amino-5,7-dietoxi-4-metil-2H-cromen-2-ona) e do intermediario
tosilato de n-propila (6y), para posterior obtengcdo dos produtos finais
etoxilados DCPE (Derivado Cumarinico-Propargilico Etoxilado) e DCAE
(Derivado Cumarinico Alquilico Etoxilado);

Sintese e purificagdo dos demais analogos metoxilados — Derivado
Cumarinico-Propargilico Metoxilado (DCPM) e Derivado Cumarinico-Alquilico
Metoxilado (DCAM) —, de forma a fortalecer a via sintética proposta;
Ampliagao das analises in silico, com aumento da série analoga;

Verificacdo da capacidade de formacao de ligagao covalente dos derivados
DCPE e DCPM com o cofator FAD por meio de analise de ressonancia
magnética nuclear;

Avaliacdo da inibicdo gerada pelos quatro analogos na enzima monoamina
oxidase do tipo B expressa em fungos da espécie Pichia pastoris, reforgcando
a literatura a respeito da relagao estrutura atividade dos inibidores de MAO B

cumarinicos.



51

REFERENCIAS

ABDELNABI, M. et al. Switching from warfarin to direct-acting oral anticoagulants: it
is time to move forward! The Egyptian heart journal: (EHJ): official bulletin of the
Egyptian Society of Cardiology, v. 74, n. 1, p. 18, 28 mar. 2022.

AKYUZ, M. A;; ERDEM, S. S.; EDMONDSON, D. E. The aromatic cage in the active
site of monoamine oxidase B: effect on the structural and electronic properties of
bound benzylamine and p-nitrobenzylamine. Journal of Neural Transmission, v.
114, n. 6, p. 693, 31 mar. 2007.

ALJANABI, R. et al. Monoamine Oxidase (MAO) as a Potential Target for Anticancer
Drug Design and Development. Molecules (Basel, Switzerland), v. 26, n. 19, p.
6019, 4 out. 2021.

BACH, A. W. et al. cDNA cloning of human liver monoamine oxidase A and B:
molecular basis of differences in enzymatic properties. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v. 85, n. 13, p. 4934-4938,
jul. 1988.

BHAWNA et al. Monoamine oxidase inhibitors: A concise review with special
emphasis on structure activity relationship studies. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 242, p. 114655, 15 nov. 2022.

BINDA, C. et al. Structure of human monoamine oxidase B, a drug target for the
treatment of neurological disorders. Nature Structural Biology, v. 9, n. 1, p. 22-26,
jan. 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atengao Especializada em Saude.
Portaria Conjunta n® 10, de 31 de outubro de 2017. Aprova o Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas da Doenca de Parkinson. Diario Oficial da Uniao, Brasilia,
DF, 31 out. 2017.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia, Inovagao e
Insumos Estratégicos em Saude. Relagao Nacional de Medicamentos Essenciais
2022 (RENAME 2022). Brasilia, DF, 2022. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/relacao_nacional_medicamentos 2022.
pdf>

CARRADORI, S.; SECCI, D.; PETZER, J. P. MAO inhibitors and their wider
applications: a patent review. Expert Opinion on Therapeutic Patents, v. 28, n. 3,
p. 211-226, mar. 2018.

CARRADORI, S.; SILVESTRI, R. New Frontiers in Selective Human MAO-B
Inhibitors. Journal of Medicinal Chemistry, v. 58, n. 17, p. 6717-6732, 10 set.
2015.

CHAJKOWSKI-SCARRY, S.; RIMOLDI, J. M. Monoamine oxidase A and B
substrates: probing the pathway for drug development. Future Medicinal
Chemistry, v. 6, n. 6, p. 697-717, abr. 2014.


https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/relacao_nacional_medicamentos_2022.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/relacao_nacional_medicamentos_2022.pdf
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku

52

CHANG, H.-Y. et al. Efficacy of rasagiline monotherapy for early Parkinson disease:
A systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. Journal of
Psychopharmacology, v. 36, n. 6, p. 704-714, jun. 2022.

CHEN, J. J.; SWOPE, D. M. Clinical Pharmacology of Rasagiline: A Novel,
Second-Generation Propargylamine for the Treatment of Parkinson Disease. The
Journal of Clinical Pharmacology, v. 45, n. 8, p. 878-894, 2005.

COBAN, F.; AYRANCI, R.; AK, M. Naphthalimide clicked polycarbazoles: Synthesis,
characterization, and investigation of their optical, electrochemical and
spectroelectrochemical properties. Synthetic Metals, v. 285, p. 117031, 1 abr. 2022.

DE COLIBUS, L. et al. Three-dimensional structure of human monoamine oxidase A
(MAO A): relation to the structures of rat MAO A and human MAO B. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 102, n. 36,
9 jun. 2005.

DUARTE, P.; CUADRADO, A.; LEON, R. Monoamine Oxidase Inhibitors: From
Classic to New Clinical Approaches. Em: SCHMIDT, H. H. H. W.; GHEZZI, P,
CUADRADO, A. (Eds.). Reactive Oxygen Species : Network Pharmacology and
Therapeutic Applications. Handbook of Experimental Pharmacology. Cham:
Springer International Publishing, 2021. p. 229-259.

EDMONDSON, D. E. et al. Molecular and Mechanistic Properties of the
Membrane-Bound Mitochondrial Monoamine Oxidases. Biochemistry, v. 48, n. 20,
p. 4220-4230, 26 maio 2009.

EDMONDSON, D. E.; BHATTACHARYYA, A. K.; WALKER, M. C. Spectral and
kinetic studies of imine product formation in the oxidation of

p-(N,N-dimethylamino)benzylamine analogs by monoamine oxidase B.
Biochemistry, v. 32, n. 19, p. 5196-5202, 18 maio 1993.

EDMONDSON, D. E.; BINDA, C. Monoamine Oxidases. Em: HARRIS, J. R;;
BOEKEMA, E. J. (Eds.). Membrane Protein Complexes: Structure and Function.
Subcellular Biochemistry. Singapore: Springer Singapore, 2018. v. 87p. 117-139.

FOWLER, C. J. et al. Titration of human brain monoamine oxidase-A and-B by
clorgyline andl-deprenil. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology, V.
311, n. 3, p. 263-272, abr. 1980.

GARDONI, F. et al. Safinamide Modulates Striatal Glutamatergic Signaling in a Rat
Model of Levodopa-Induced Dyskinesia. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v. 367, n. 3, p. 442-451, dez. 2018.

GEHRINGER, M.; LAUFER, S. A. Emerging and Re-Emerging Warheads for
Targeted Covalent Inhibitors: Applications in Medicinal Chemistry and Chemical
Biology. Journal of Medicinal Chemistry, v. 62, n. 12, p. 5673-5724, 27 jun. 2019.


https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku

53

GIAMPIERQO, P. et al. Nickel Boride Catalyzed Reductions of Nitro Compounds and
Azides: Nanocellulose-Supported Catalysts in Tandem Reactions. Synthesis, 5 ago.
2021.

GIOSSI, R. et al. Overall Efficacy and Safety of Safinamide in Parkinson’s Disease: A
Systematic Review and a Meta-analysis. Clinical Drug Investigation, v. 41, n. 4, p.
321-339, 2021.

GORE, V. et al. An Improved Process for the Preparation of Amines. Munique, 10
dez. 2009.

GROOM, C. R. et al. The Cambridge Structural Database. Acta Crystallographica
Section B: Structural Science, Crystal Engineering and Materials, v. 72, n. 2, p.
171-179, 1 abr. 2016.

HANWELL, M. D. et al. Avogadro: an advanced semantic chemical editor,
visualization, and analysis platform. Journal of Cheminformatics, v. 4, n. 1, p. 17,
13 ago. 2012.

HARE, M. L. C. Tyramine oxidase. Biochemical Journal, v. 22, n. 4, p. 968-979,
1928.

JOHNSTON, J. P. Some observations upon a new inhibitor of monoamine oxidase in
brain tissue. Biochemical Pharmacology, v. 17, n. 7, p. 1285-1297, 1 jul. 1968.

JONES, D. N.; RAGHANTI, M. A. The role of monoamine oxidase enzymes in the
pathophysiology of neurological disorders. Journal of Chemical Neuroanatomy, v.
114, p. 101957, 1 jul. 2021.

KANO, O. et al. Rasagiline as Adjunct to Levodopa for Treatment of Parkinson’s
Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis. Parkinson’s Disease, v. 2022, p.
4216452, 30 ago. 2022.

KORNHUBER, J. et al. Ontogenesis of monoamine oxidase-A and -B in the human
brain frontal cortex. Brain Research, v. 499, n. 1, p. 81-86, 9 out. 1989.

KOYIPARAMBATH, V. P. et al. Deciphering the detailed structure—activity relationship
of coumarins as Monoamine oxidase enzyme inhibitors—An updated review.
Chemical Biology & Drug Design, v. 98, n. 4, p. 655673, 2021.

LATIF, S. et al. Dopamine in Parkinson’s disease. Clinica Chimica Acta, v. 522, p.
114-126, 1 nov. 2021.

LEVITT, P.; PINTAR, J. E.; BREAKEFIELD, X. O. Immunocytochemical
demonstration of monoamine oxidase B in brain astrocytes and serotonergic
neurons. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, v. 79, n. 20, p. 6385-6389, out. 1982.


https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku

54

MARTIN, E. F. et al. Prospecting for cytotoxic and antiprotozoal 4-aryl-4H-chromenes
and 10-aryldihydropyrano[2,3-flchromenes. Archiv der Pharmazie, v. 351, n. 10, p.
1800100, 3 ago. 2018.

MASATO, A. et al. Impaired dopamine metabolism in Parkinson’s disease
pathogenesis. Molecular Neurodegeneration, v. 14, p. 35, 20 ago. 2019.

MATOS, M. J. et al. Coumarin-Rasagiline Hybrids as Potent and Selective hMAO-B
Inhibitors, Antioxidants, and Neuroprotective Agents. ChemMedChem, v. 15, n. 6, p.
532-538, 2020.

MATTA, A. et al. One-Pot Synthesis and Photophysical Studies of
Dihydropyrimidinone-Based Dyes: Novel Violet-Blue Light Emitting Fluorophores.
ChemistrySelect, 14 set. 2018.

MEYER, J. H. et al. Elevated Monoamine Oxidase A Levels in the Brain: An
Explanation for the Monoamine Imbalance of Major Depression. Archives of
General Psychiatry, v. 63, n. 11, p. 1209-1216, 1 nov. 2006.

MOYA-ALVARADO, G. et al. Coumarin-Chalcone Hybrids as Inhibitors of MAO-B:
Biological Activity and In Silico Studies. Molecules, v. 26, n. 9, p. 2430, 22 abr. 2021.

MZEZEWA, S. C. et al. Design, synthesis, and evaluation of 3,7-substituted coumarin
derivatives as multifunctional Alzheimer’s disease agents. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, v. 36, n. 1, p. 1607-1621, 19 mar. 2021.

National Institute for Health and Care Excellence (NICE). Parkinson’s disease in
adults: diagnosis and management. Londres, 19 jul. 2017.

NEESE, F. The ORCA program system. WIREs Computational Molecular Science,
v.2,n.1,p. 73-78, 2012.

ORRU, R.; ALDECO, M.; EDMONDSON, D. E. Do MAO A and MAO B utilize the
same mechanism for the C-H bond cleavage step in catalysis? Evidence suggesting
differing mechanisms. Journal of Neural Transmission (Vienna, Austria: 1996), v.
120, n. 6, p. 847-851, jun. 2013.

PADURARU, P. M. et al. Synthesis of Substituted Alkoxy Benzene Minilibraries, for
the Discovery of New Insect Olfaction or Gustation Inhibitors. Journal of
Combinatorial Chemistry, v. 10, n. 1, p. 123-134, jan. 2008.

SABA, R. A. et al. Diretrizes para o tratamento da doenga de Parkinson: consenso
do Departamento Cientifico de Transtornos do Movimento da Academia Brasileira de
Neurologia - sintomas motores. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v. 80, p. 316-329,
18 mar. 2022.

SANTIN, Y. et al. Monoamine oxidases in age-associated diseases: New
perspectives for old enzymes. Ageing Research Reviews, v. 66, p. 101256, 1 mar.
2021.


https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku

55

SCHIEFERDECKER, S. et al. Clostrindolin is an antimycobacterial pyrone alkaloid
from Clostridium beijerinckii. Organic & Biomolecular Chemistry, v. 17, n. 25, p.
6119-6121, 26 jun. 2019.

SCHNAITMAN, C.; ERWIN, V. G.; GREENAWALT, J. W. The submitochondrial
localization of monoamine oxidase. An enzymatic marker for the outer membrane of
rat liver mitochondria. The Journal of Cell Biology, v. 32, n. 3, p. 719-735, mar.
1967.

SKALICKA-WOZNIAK, K. et al. Implication of coumarins towards central nervous
system disorders. Pharmacological Research, v. 103, p. 188-203, 1 jan. 2016.

TAN, Y.-Y.; JENNER, P.; CHEN, S.-D. Monoamine Oxidase-B Inhibitors for the
Treatment of Parkinson’s Disease: Past, Present, and Future. Journal of
Parkinson’s Disease, v. 12, n. 2, p. 477-493, 2021.

TANDARIC, T.; VIANELLO, R. Computational Insight into the Mechanism of the
Irreversible Inhibition of Monoamine Oxidase Enzymes by the Antiparkinsonian
Propargylamine Inhibitors Rasagiline and Selegiline. ACS Chemical Neuroscience,
v. 10, n. 8, p. 3532-3542, 21 ago. 2019.

TAO, D. et al. Discovery of coumarin Mannich base derivatives as multifunctional
agents against monoamine oxidase B and neuroinflammation for the treatment of
Parkinson’s disease. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 173, p.
203-212, 1 jul. 2019.

TETRUD, J. W.; LANGSTON, J. W. The Effect of Deprenyl (Selegiline) on the Natural
History of Parkinson’s Disease. Science, v. 245, n. 4917, p. 519-522, 4 ago. 1989.

VIANELLO, R.; REPIC, M.; MAVRI, J. How are Biogenic Amines Metabolized by
Monoamine Oxidases? European Journal of Organic Chemistry, v. 2012, n. 36, p.
7057-7065, 2012.

WANG, K. et al. Efficacy and safety of selegiline for the treatment of Parkinson’s
disease: A systematic review and meta-analysis. Frontiers in Aging Neuroscience,
v. 15, p. 1134472, 11 abr. 2023.

WOO, J. C. G.; SILVERMAN, R. B. Monoamine oxidase B catalysis in low aqueous
medium. Direct evidence for an imine product. Journal of the American Chemical
Society, v. 117, n. 5, p. 1663—-1664, fev. 1995.

YOUDIM, M. B. H. et al. Rasagiline: Neurodegeneration, neuroprotection, and
mitochondrial permeability transition. Journal of Neuroscience Research, v. 79, n.
1-2, p. 172-179, 2005.

ZELLER, E. A. Short Communication: On the Classification and Nomenclature of
Amine Oxidases. Em: Ciba Foundation Symposium - Histamine. [s.l.] John Wiley
& Sons, Ltd, 1956. p. 258-263.


https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku
https://www.zotero.org/google-docs/?6kwFku

APENDICE A — Interagdes dos analogos com o sitio ativo da MAO B

Quadro A1: Interacées do analogo DCPM com o sitio ativo da MAO B.

Aminoacido Atomo/Grupamento Interacao Distancia (A)
Tyr 398 Metoxila 7 Dipolo-Dipolo Induzido 1.8
Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
Oxigénio 1 Dipolo-Dipolo Induzido 2,9
Anel aromatico 1m-stacking 3,0
Cys 172 Carbonila Dipolo-Dipolo Induzido 2,3
Ligagao de Hidrogénio 3,2
Phe 343 Metila Hidrofébica 1,4
Metoxila 5 Hidrofébica 1,8
Dipolo-Dipolo Induzido 2,1
Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
C4a (FAD) Anel aromatico T-stacking 2,2
Lys 296 Metoxila 5 Dipolo-Dipolo Induzido 2,3
lle 199 Carbono y Hidrofébica 3,0
Leu 171 Amina Dipolo-Dipolo Induzido 2,1
Carbono a Hidrofébica 2,0
Hidrofobica 2,6
Hidrofébica 29
Gly 434 Metoxila 7 Dipolo-Dipolo Induzido 24
Tyr 60 Metoxila 5 Hidrofébica 1,9
Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
Gin 206 Metila Hidrofobica 27
Tyr 435 Oxigénio 1 Ligacao de Hidrogénio 1,0
Metoxila 7 Hidrofébica 2,7
Hidrofébica 2,8
Anel aromatico m-stacking 3,5

Fonte: Elaborado pelo autor.




Quadro A2: Interacdes do analogo DCPE com o sitio ativo da MAO B.
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Aminoacido Atomo/Grupamento Interagao Distancia (A)
Tyr 398 Amina Dipolo-Dipolo Induzido 2,2
Oxigénio 1 Dipolo-Dipolo Induzido 2,4
Cys 172 Etoxila 7 Dipolo-Dipolo Induzido 2,4
Carbono 8 Hidrofébica 2,0
Phe 343 Etoxila 5 Dipolo-Dipolo Induzido 2,0
Hidrofobica 23
Hidrofébica 24
N5 (FAD) Carbono a Dipolo-Dipolo Induzido 1,3
Phe 168 Etoxila 7 Hidrofébica 23
lle 198 Etoxila 7 Hidrofébica 2,6
lle 199 Etoxila 7 Hidrofobica 2,5
Leu 171 Etoxila 7 Hidrofébica 1,9
Hidrofébica 2,2
Hidrofébica 24
Leu 328 Etoxila 5 Hidrofébica 2,3
Met 341 Etoxila 5 Hidrofobica 21
Gin 206 Etoxila 5 Hidrofébica 23
Hidrofébica 24
Tyr 326 Etoxila 5 Hidrofdbica 2,5
Hidrofobica 2,5
Tyr 60 Metila Hidrofébica 2,6
Etoxila 5 Hidrofébica 2,5
Tyr 188 Carbonila Ligacao de Hidrogénio 1,8
Tyr 435 Oxigénio 1 Ligacdo de Hidrogénio 1,4

Fonte: Elaborado pelo autor.



Quadro A3: Interacdes do analogo DCAM com o sitio ativo da MAO B.
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Aminoacido Atomo/Grupamento Interagao Distancia (A)
Tyr 398 Metoxila 7 Dipolo-Dipolo Induzido 2,2
Hidrofobica 23
Anel aromatico m-stacking 3,1
Cys 172 Carbonila Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
Ligacao de Hidrogénio 3,2
Oxigénio 1 Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
Phe 343 Metila Hidrofobica 1,8
Metoxila 5 Hidrofobica 1,6
Hidrofébica 24
Dipolo-Dipolo Induzido 24
C4a (FAD) Anel aromatico T-stacking 2,3
Lys 296 Metoxila 5 Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
lle 199 Carbono y Hidrofébica 2,0
Hidrofébica 2,2
Hidrofébica 2,5
Carbono a Hidrofébica 2,6
Carbono B Hidrofébica 2,8
lle 198 Carbonila Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
Dipolo-Dipolo Induzido 2,8
Leu 171 Amina Dipolo-Dipolo Induzido 2,0
Carbono B Hidrofdbica 1,9
Hidrofobica 2,5
Carbono y Hidrofébica 2,4
Tyr 60 Metoxila 5 Hidrofébica 2,3
Hidrofébica 2,5
Tyr 435 Oxigénio 1 Ligagéo de Hidrogénio 1,0
Metoxila 7 Hidrofobica 2,5
Dipolo-Dipolo Induzido 2,5




Anel aromatico

m-stacking

2,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro A4: Interacdes do analogo DCAE com o sitio ativo da MAO B.

Aminoacido Atomo/Grupamento Interagao Distancia (A)
Tyr 398 Etoxila 7 Dipolo-Dipolo Induzido 1,6
Anel aromatico m-stacking 3,0
Cys 172 Carbonila Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
Ligacao de Hidrogénio 3,3
Oxigénio 1 Dipolo-Dipolo Induzido 2,7
Phe 343 Metila Hidrofobica 1,8
Etoxila 5 Hidrofobica 1,4
Hidrofébica 23
Dipolo-Dipolo Induzido 2,3
Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
C4a (FAD) Anel aromatico T-stacking 2,2
Lys 296 Etoxila 5 Dipolo-Dipolo Induzido 2,5
lle 199 Carbono y Hidrofébica 2,3
Hidrofébica 24
Hidrofébica 2,7
lle 198 Carbonila Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
Carbono a Dipolo-Dipolo Induzido 2,7
Leu 171 Amina Dipolo-Dipolo Induzido 2,0
Carbono Hidrofébica 2,0
Hidrofébica 24
Carbono y Hidrofébica 2,7
Hidrofébica 2,7
Tyr 60 Etoxila 5 Hidrofébica 1,9
Hidrofébica 2,7
Dipolo-Dipolo Induzido 2,6
Tyr 435 Oxigénio 1 Ligacdo de Hidrogénio 1,1
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Etoxila 7 Hidrofébica 2,8
Dipolo-Dipolo Induzido 1,9

Dipolo-Dipolo Induzido 2,7

Anel aromatico 1m-stacking 3,7

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e

Carbono dos produtos e intermediarios
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5,7-dietoxi-4-metil-3-bromo-2H-cromen-2-ona

RMN H
O o~ o 0~ O 0 o~ @ 1 N~ 0
M NN - oM~ 00O < ™! MO0 mMm
T TN M — O OO fee) 0w T
NI RN o SR
NV RV Ve
He” O CH,
Br
R
H,e” o 0" o

|
MM ‘\
\\“\ ‘ I .‘ " ‘\
“ ] ‘L“ ! o .
4,

! : - / R, | \
wwises” WW}V}WMMWMN WW (W \\.,W,\,/\«‘\*m

T T T T T T T T T T T T T T T

T

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm
g8 L 8 4
~-lo n o <<

—111.69
—105.41
—24.50

—92.95
TT—91.53
—1.01

_—65.25
TT~—64.94

—143.26

T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 ppm
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Prop-2-in-1-il 4-metilbenzeno-1-sulfonato
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