Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica Medicinal e Modelagem Molecular

LUCAS DE SOUSA MARTINS

MODELAGEM MOLECULAR DE INIBIDORES DA ENZIMA TIROSINASE

Belém - PA
2018



LUCAS DE SOUSA MARTINS

MODELAGEM MOLECULAR DE INIBIDORES DA ENZIMA TIROSINASE

Belém -
2018

Dissertacdo de Mestrado apresentada para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica
Medicinal e Modelagem Molecular, Programa de
Pés-graduacdo em Quimica Medicinal e
Modelagem Molecular, Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Para.
Orientador: Prof. Dr. José Rogério de Araujo
Silva.

PA



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP) de acordo com ISBD

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a)

autor(a)

M379m

Martins, Lucas de Sousa.
MODELAGEM MOLECULAR DE INIBIDORES DA
ENZIMA TIROSINASE / Lucas de Sousa Martins. — 2018.
74f. :il. color.

Orientador{ag: Prof. Dr. José Rogério de Araujo Silva
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal do Para,
Instituto de Ciéncias da Salde, Programa de Pds-Graduagao
3511 (Bizu imica Medicinal e Modelagem Molecular, Belém,

1. Tirosinase. 2. Modelagem Molecular. 3. LIE. 1.
Titulo.

CDD 541.2




LUCAS DE SOUSA MARTINS

MODELAGEM MOLECULAR DE INIBIDORES DA ENZIMA TIROSINASE

Dissertacdo de Mestrado apresentada para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica
Medicinal e Modelagem Molecular, Programa de
Pés-graduacdo em Quimica Medicinal e
Modelagem Molecular, Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Para.
Orientador: Prof. Dr. José Rogério de Araujo
Silva.

Data da Defesa: [

Conceito:

Banca Examinadora

Prof. Dr. José Rogério de Araujo Silva
Faculdade de Quimica / ICEN / UFPA — Orientador

Prof. Dr. Anderson Henrique Lima e Lima
Faculdade de Quimica / ICEN / UFPA — Membro

Prof. Dr. Ricardo Morais de Miranda
IFPA — Membro



Aos meus pais, José Lucio e
Lucilena Martins.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que me guia na luz em momentos de
dificuldades. Ao Nosso Senhor Jesus Cristo e a Nossa Senhora, quem me apego em
oracao para sempre ter forcas para seguir firme e alcancar meus objetivos.

Ao meu pai, José Lucio Dias Martins, que mesmo com dificuldades me deu o
apoio necessario para que eu chegasse até aqui. A minha mée, Lucilena de Sousa
Martins, que sempre fez o possivel e o impossivel para me ver feliz, e nunca mediu
esforcos para me proporcionar tudo que precisei para a minha caminhada académica,
assim como, me transmitiu valores os quais eu levarei para minha vida toda. A minha
irma& Layna Martins com quem passei varios momentos de alegria, apesar de tudo,
mas sempre esteve do meu lado. Por esses motivos sou muito grato aos trés e sempre
amarei a todos.

A Universidade Federal do Par& e ao Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Medicinal e Modelagem Molecular, pela oportunidade de cursar o mestrado.

A todos meus colegas e professores do LPDF (Laboratério de Planejamento e
Desenvolvimento de Farmacos), com quem tive a oportunidade de conviver durante
toda minha trajetéria no mestrado e compartilhar conhecimentos, criando grandes
lacos de amizades que levarei pra vida toda.

Ao meu orientador Prof. Dr. José Rogério de Araugjo Silva, que foi essencial
para o desenvolvimento e finalizacdo desse trabalho, sempre me ajudando e me
transmitindo os conhecimentos necessarios, agrade¢o ao mesmo pelo grande auxilio,
amizade e pela convivéncia durante esses anos.

A FAPESPA pelo apoio financeiro na concessao da bolsa de estudo.



RESUMO

A enzima Tirosinase (TYR), responsavel pela catélise das etapas iniciais da
melanogénese em varios organismos, esta relacionada a diversos problemas de
saude de ordem cutédnea em seres humanos. Dentre 0s quais destacam-se: a
hiperpigmentacdo, melasma e o céancer de pele, nas formas ndo melanémica e
melanoma maligno. Em geral, estas disfuncdes sdo tratadas com substancias
despigmentantes cutaneas, baseadas na inibicdo da enzima TYR. Porém, muitas
destas substancias onde destaca-se o acido kgjico (AK), apresentam efeitos colaterais
acentuados. Tais fatores tornam a TYR um interessante alvo biolégico no
planejamento e desenvolvimento de protétipos a farmacos. Neste estudo, investigou-
se alguns potenciais inibidores da enzima TYR, em particular o AK e moléculas
analogas, assim como, a Tropolona e alguns derivados de benzaldeido, relacionados
estruturalmente aos substratos naturais da TYR (L-Tirosina e L-Dopa), utilizando as
técnicas de Docagem Molecular, Dindmica Molecular (DM) e o método LIE (Linear
Interaction Energy), usado para calcular a energia livre de ligacdo dos sistemas.
Especificamente aplicacdo da Docagem Molecular definiu o modo de ligacdo dos
inibidores no sitio da TYR, sendo possivel quantificar as intera¢cdes ocorrentes nos
sistemas. As simulacbes por DM, exibiram o comportamento da enzima com
diferentes inibidores e a forma como esses agem quando complexados com a enzima
TYR, utilizando-se na simulacdo um modelo dummy atom de cobre. Sendo assim, os
resultados do LIE mostraram concordancia com os resultados experimentais, obtendo
um R? de 0,91 em uma regressdo linear LIE vs Experimental, e isso possibilitou
analisar as estimativas energéticas por residuo da enzima em relacao aos inibidores,
onde percebeu-se que a Tropolona, AK, MOL2 e MOL3 fazem interacfes diretas com
residuos importantes para o sitio ativo da TYR. Assim sendo, os resultados
alcancados neste trabalho contribuem de maneira significativa para a ciéncia a cerca
a inibicdo da enzima TYR, ajudando no combate aos males provenientes de

irregularidades no ciclo de producéo de melanina nos organismos.

PALAVRAS-CHAVE: Tirosinase. Modelagem Molecular. LIE.



ABSTRACT

The enzyme Tyrosinase (TYR), responsible for the catalysis of the early stages of
melanogenesis in various organisms, is described in some groups. Among those that
stand out: hyperpigmentation, melasma and skin cancer, in not melanoma forms and
malignant melanoma. In general, dysfunctions are treated with depigmenting agents,
TYR enzyme alerts. However, among them is the kojic acid (KA), marked side effects.
Such phenomena make a TYR a model of biological development of drug prototypes.
In the meantime, | investigated some TYR enzyme inhibitory genes, in particular AK
and analogous plants, as well as a Tropolone and some benzaldehyde derivatives,
structurally related to the natural substrates of TYR (L-Tyrosine and L-Dopa), as the
Molecular Docking, Molecular Dynamics (MD), and the Linear Interaction Energy (LIE)
method, used to calculate the free binding energy of the systems. Specifically
application of Molecular Docking defined the mode of binding of the inhibitors in the
TYR site, being possible to quantify how interactions occur in the systems. As the MD
simulations, they exhibited the effect of the enzyme with different inhibitors and how
they act when complexed with a TYR enzyme, using a copper dummy atom model.
Thus, the results obtained by LIE were concordant with the experimental results,
obtaining an R? of 0.91 in a linear regression of LIE vs Experimental, and this allowed
to analyze how Tropolona, KA, MOL2 and MOL3 interactions with the important to the
active site of TYR. Thus, the results achieved at work contributed significantly to the
achievement of inhibition of the TYR enzyme, helping to combat the evils caused by a

cycle of melanin production in organisms.

KEY WORDS: Tyrosinase. Molecular Modeling. LIE.
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1. INTRODUCAO

A melanina € um conjunto de compostos poliméricos, que esta presente em
varios organismos, tendo como principais fun¢des a fotoprotecdo, termorregulacao,
supresséo de radicais livres, cicatrizacdo de feridas, assim como, delimitagdo da
coloracado da pele, olhos e cabelos (CHANG, 2009; KIM; UYAMA, 2005; SAGHAIE et
al., 2013). Apesar de suas funcdes benéficas, irregularidades na sintese da melanina
influenciadas pela acéo de enzimas, como a Tirosinase (TYR), é a causa de Vvarios
problemas de ordem cutanea em seres humanos (CHANG, 2009; PARVEZ et al.,
2006; SAGHAIE et al., 2013). Do mesmo modo, 0 escurecimento enzimatico em frutos
e vegetais também esta ligado a acdo dessa enzima (CHANG, 2009; MATSUI et al.,
2010; RAO et al., 2013; SAGHAIE et al., 2013).

Entre os males consequentes dessas irregularidades em humanos, esta o
vitiligo, albinismo, hiperpigmentacao, lentigo, melasma, bem como o cancer de pele
na forma ndo melandmica e melanoma maligno (AZULAY; AZULAY, 2011; GOYDOS;
SHOEN, 2016; RAO et al., 2013). Segundo dados da Organizacao Mundial da Saude
(OMS), o melanoma é a principal causa de morte por cancer de ordem cutanea em
todo o mundo (OMS, 2017). Particularmente, segundo o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), estima-se cerca de 6.260 novos casos hacionais para 0 ano de 2018 (INCA,
2017). De acordo com Souza e seus colaboradores (2011), estimou-se que a média
dos custos diretos unitarios do tratamento do melanoma seja R$13.062,40 para o SUS
e R$ 26.668,30 para convénios. Considerando-se que, na ocorréncia de metastase o
melanoma € geralmente incuravel, a estratégia de tratamento para a doenca
avancada deve ter entdo como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de
vida do paciente (INCA, 2018).

Especificamente, o tratamento para o cancer de pele do tipo ndo melandémico,
que raramente € letal, é doloroso e geralmente leva a deformagéo localizada (OMS,
2017). Este tipo de cancer ocorre majoritariamente em partes do corpo rotineiramente
expostas a radiacéo solar, como orelhas, rosto, pescoco e antebracos (OMS, 2017).
Além disso, outros fatores podem agravar a sua incidéncia, tais como, 0
envelhecimento, gravidez, distarbios endocrinos e entre outros (HERNANDEZ;
MERCIER-FRESNEL, 1999; INCA, 2018; MOREIRA et al., 2010). Em geral, essas

discromias séo tratadas com substancias despigmentantes cutaneas, entretanto,
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apresentam efeitos colaterais, como toxicidade aos melandcitos, irritacdo e a
sensibilidade na pele (DRAELOS, 2007; NICOLETTI et al.,, 2002). Ficando assim
evidente a importancia de buscar novos agentes terapéuticos.

Dentre as pegas chaves no processo da melanogénese destaca-se a enzima
TYR (CHANG, 2009; COATES; NAIRN, 2014; OLIANAS et al., 2005), que €
responsavel pelas duas etapas iniciais nessa sintese (CHANG, 2009; HERRAIZ et al.,
2009). Inicialmente, o substrato L-Tirosina € hidroxilado, produzindo L-Dopa, sendo
este por sua vez oxidado a DOPAquinona (CHANG, 2009; HALABAN et al., 2002).
Por fim, a melanina é formada pela polimerizacdo espontanea das DOPAquinonas
(CLAUS; DECKER, 2006; DECKER et al., 2007; KANTEEV; GOLDFEDER;
FISHMAN, 2015; ROSATTO et al., 2001).

Considerando a importancia biolégica da enzima TYR, estudos a utilizam como
alvo no planejamento de medicamentos anticancer de pele e contra outras discromias
(BRASIL et al., 2017; CHANG, 2009; KIM; UYAMA, 2005; LIMA et al., 2014). Um dos
inibidores mais estudados para a TYR é o acido kéjico (AK) (CABANES; CHAZARRA,;
GARCIA-CARMONA, 1994; RODRIGUES et al., 2011), um metabdlito fungico que
possui propriedade de quelacéo de ions de metais de transi¢cdo, como o Cu?* que esta
presente na TYR (KIM; UYAMA, 2005; SAGHAIE et al., 2013). Entretanto, o AK
mostrou baixo rendimento em alguns ensaios (HERMANNS; PIERARD-
FRANCHIMONT; PIERARD, 2000). Sendo necessario novos estudos a fim de propor
novos inibidores, tal como, maximizar a eficiéncia daqueles ja existentes e minimizar
seus efeitos colaterais.

Em vista disso, neste estudo usou-se metodologias de modelagem molecular
para investigar inibidores de TYR, em particular o AK e moléculas analogas, assim
como, a Tropolona e alguns derivados de benzaldeido, relacionados estruturalmente
aos substratos naturais da TYR (L-Tirosina e L-Dopa), os inibidores investigados aqui
tém se mostrado promissores na inibicdo da TYR em diversas literaturas (KUBO et
al., 2003; MAGHSOUDI et al., 2013). Através das metodologias usadas, obteve-se 0
modo de ligagéo inibidor/TYR, bem como, propriedades termodinamicas desses
sistemas, como a energia livre de ligacdo (ELL). Essas técnicas, tém sido cada vez
mais empregadas no planejamento de novos farmacos ou aprimoramento de
farmacos ja conhecidos, sendo aplicadas a varios estudos nesta area (BRASIL et al.,
2017; CARVALHO et al., 2003; LIMA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
Aplicar métodos de modelagem molecular na investigacdo de inibidores da

enzima Tirosinase.

2.2.0bjetivos Especificos

¢ Definir o modo de ligacdo das moléculas ligantes no sitio ativo da enzima TYR,
através do método de docagem molecular;

e Quantificar as interacdes ocorrentes entre os ligantes e os residuos do sitio
ativo da enzima TYR;

e Executar simulacfes por dindmica molecular nos sistemas em estudo;

e Calcular a energia livre de ligacdo dos sistemas em estudo, através do método
Linear Interaction Energy (LIE);

e Contribuir para o planejamento e desenvolvimento de novos inibidores de TYR,;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.Melanogénese

A melanogénese € 0 processo bioquimico encarregado pela sintese da
melanina, essa sintese ocorre nos melandcitos, que sdo encontrados na camada de
células basais da epiderme (Figura 1), os melandcitos possuem organelas complexas,
nomeadas de melanossomos, 0s quais contém diversas enzimas importantes nesse
processo, dentre essas enzimas esta a TYR, responsavel direta pela catélise
enzimatica para a formacédo da melanina (CHANG, 2009; HERRAIZ et al., 2009;
ROBINS, 1991). A TYR é a enzima que controla as primeiras etapas da
melanogénese, ela é inicialmente formada na superficie do reticulo endoplasméatico
rugoso (HERRAIZ et al., 2009).

Figura 1. llustragdo das camadas da pele, em destaque a localizagdo dos melandcitos na camada
basal da epiderme.
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Fonte: Blausen Medical (2014).

s

Nos seres humanos a melanina é espalhada na pele pelas unidades
epidérmicas, que sdo constituidas por melanécitos e rodeadas por queratindcitos
(CICHOREK et al., 2013; LIN; FISHER, 2007). A coloracdo da pele é estabelecida
entdo por um agregado de fatores, entre eles a vascularizacdo, quantidade de
carotenos, porém principalmente pelo nivel de melanina contida no tecido, sob as
influéncias de aspectos genéticos, raciais, hormonais e fatores externos, como a
incidéncia da radiagdo ultravioleta (UV) (STEINER, 1996a, 1996b; SU, 1999).

Existem alguns fatores que influenciam no processo da melanogénese. O fator
geneético, pois todas as etapas da melanogénese estdo ligadas ao controle genético e
as caracteristicas dos melanossomos sao codificadas pelos genes de pigmentacéo.
O fator hormonal, ja que o horménio estimulante de alfa-melanécitos (MSH) e o

horménio hipofisario estimulam a melanogénese, assim como, 0s estrogénios e a
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progesterona provocam a hiperpigmentacédo do rosto e da epiderme genital. A acao
das radiacdes UV, pois os raios UV-B elevam o nivel dos melandcitos ativados e
estimula a enzima TYR, ou seja, a producédo acelerada de melanina € uma reacao
defensiva da pele, porém em excesso apresenta efeitos colaterais consideraveis,
promovendo a formacdo do eritema actinico (pigmentacao indireta). Os raios UV-A
oxidam e escurecem 0s precursores incolores da melanina, favorecendo uma
pigmentacdo sem eritema (pigmentagao direta) (CHARLET, 1996; HERNANDEZ;
MERCIER-FRESNEL, 1999; MOREIRA et al., 2010). Nesses processos a quantidade
de melandcitos ndo se eleva, mas eles aumentam de tamanho, por consequéncia,
aumentando a acdo das enzimas envolvidas na melanogénese (STEINER, 1996b).

O caminho da biossintese para a producao de melanina em diversas formas de
vida foi inicialmente elucidada por Raper (1928) e Mason (1948) e depois foi
modificada por Schallreuter e seus colaboradores (2008). A melanogénese comeca
com a hidroxilacdo da L-Tirosina em L-Dopa, processo que € catalisado pela TYR,
mostrado na sequéncia da Figura 2. Este passo inicial € o passo limitante da
velocidade na melanogénese, porque a sequéncia das reacdes posteriores podem ter
seguimento espontaneo em um valor de pH fisiolégico (CHANG, 2009; HALABAN et
al., 2002). Em seguida, a L-Dopa formada € convertida em DOPAquinona, via
oxidacdo, sendo esta a segunda etapa da sintese catalisada pela enzima TYR
(CHANG, 2009; HALABAN et al., 2002).
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Figura 2. Caminho biossintético da sintese da melanina, em destaque as duas etapas iniciais
catalisadas pela enzima Tirosinase.
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Fonte: Adaptado de Chang (2009) e Rocha & Moreira (2007).

Em uma série de reacdes espontaneas sob controle biolégico, a DOPAquinona

formada pode ser convertida em DOPAcisteina ou DOPAgIutationa, na presenca de

cisteina ou glutationa, respectivamente, posteriormente por uma oxidacdo a

Feomelanina (pigmentacao mais clara) é formada. A DOPAquinona também pode ser

convertida em DOPAcromo (por meio de uma ciclizagao) e finalmente a Eumelanina

(pigmentacado mais escura) é formada pela sequéncia de reacdes de 5,6-dihidroxindol

(DHI) e também de 5,6-diidroxindol-2-carboxilico (DHICA), esses dois sdo os produtos

de reacédo do DOPAcromo. Portanto, com a Eumelanina e Feomelanina formadas se

obtém a sequéncia de mistura de pigmentacbes, que € chamado de melanina
(CHANG, 2009; HALABAN et al., 2002).
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3.1.1. Disturbios na Melanogénese

Embora a melanina apresente principalmente acdo fotoprotetora na pele
humana, o acumulo anormal da mesma por consequéncia de distdrbios na
melanogénese, ocasiona uma variedade de complicagcdes que podem se tornar um
problema de saude significativo, influenciando a qualidade de vida das pessoas
(CHANG, 2009; MATSUI et al., 2010; SAGHAIE et al., 2013). Esses disturbios na
melanogénese podem afetar do mesmo modo outros organismos, como de vegetais,
causando o escurecimento enzimatico nos mesmos, um fator indesejavel, uma vez
qgue isso diminui o valor comercial desses produtos, afetando a industria em geral
(CHANG, 2009; MATSUI et al., 2010; RAO et al., 2013).

Esses problemas de salde relacionados a pigmentacéo do tecido cutaneo sao
chamados de discromias, geralmente relacionadas com a quantidade de melanina
presente na regido afetada, as discromias séo tipificadas como acromias (auséncia
de melanina), hipocromias (diminuicdo da melanina), hipercromias (aumento da
melanina) leucomelanodermias (jungdo de hipocromias e hipercromias) (AZULAY;
AZULAY, 2011). Entre os véarios males consequentes das irregularidades no ciclo da
sintese da melanina estdo o vitiligo, sardas, albinismo, envelhecimento precoce,
hiperpigmentacédo, lentigo, melasma, bem como o céancer de pele na forma néo
melanémica e melanoma maligno (AZULAY; AZULAY, 2011; GOYDOS; SHOEN,
2016; MATSUI et al., 2010; RAO et al., 2013).

O melasma € uma das discromias que apresenta condi¢cdes devastadoras para
muitos pacientes, gerando um impacto nocivo na qualidade de vida dessas pessoas
(GRIMES, 2009). O melasma é distinguido por manchas com coloracao entre marrom
claro a acinzentado, na regido da face principalmente, mas também podem aparecer
lesbes em regibes expostas aos raios UV, como costas, peito e bracos (GRIMES,
2009; MIOT et al., 2009).

E evidente a influéncia dos raios UV sobre a incidéncia de discromias e nas
irregularidades da melanogénese, as peles geneticamente negras oferecem uma
protecdo de dez a quinze vezes maiores contra a radiagdo UV do que as peles
geneticamente brancas (GARCIA, 2001). Entre as discromias citadas, a mais letal é o
cancer de pele na sua forma maligna (melanoma), pois € a principal causa de morte
por cancer de ordem cutanea no mundo (INCA, 2018; OMS, 2017).
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3.1.2. Melanoma

Segundo Carvalho e seus colaboradores (2004), acredita-se que a maioria dos
casos dessa neoplasia seja multifatorial, ou seja, sdo resultados da interacdo de
fatores de risco ndo s6 ambientais como também genéticos. Nesse mesmo sentido, a
Organizacdo Mundial de Saude relata que o risco de melanoma maligno se
correlaciona com caracteristicas genéticas, pessoais e com 0 comportamento de
exposicdo de uma pessoa aos raios UV (OMS, 2017). Segundo Toledo (2012),
especialistas durante o 14° Congresso Mundial de Cancer de Pele, realizado em Sao
Paulo em agosto de 2012, alertaram sobre o risco de pessoas que possuem historico
de melanoma na familia. Essas pessoas possuem risco pelo menos 30 vezes maior
de desenvolver a doenca. Ainda nesse contexto, de acordo com INCA, foi estimado
cerca de 6.260 novos casos nacionais para o ano de 2018 (INCA, 2017).

O melanoma origina-se a partir dos melandécitos na epiderme (Figura 3),
guando ndo tratado com antecedéncia a cirurgia se torna o tratamento mais indicado
(CARVALHO et al., 2004). Porém, quando ha metéstase, o melanoma é incuravel na
maioria dos casos, a estratégia de tratamento para a doenca avancada deve ter entao
como objetivo, aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente (INCA,
2018). A incidéncia do melanoma maligno tem maiores chances em populacées
brancas devido a menor protecéo a radiacdo solar oferecida pela cor e pelos fatores
genéticos. Assim como, o melasma e outras discromias também sdo mais frequente
nas populacdes geneticamente brancas (INCA, 2018; STEINER, 1996b; OMS, 2017).
Essas anomalias também tendem se agravar com a latitude decrescente no espaco
geografico (INCA, 2018; OMS, 2017).

Figura 3. llustragdo do melanoma na pele.
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Fonte: Leonel (2018).
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Dessa forma, conhecer os mecanismos de atuagcao das enzimas envolvidas na
melanogénese, como a enzima TYR, bem como, as substancias que podem modificar
esses mecanismos e as informagdes termodinamicas desses processos, constitui um
objetivo cientifico muito relevante que pode favorecer o desenvolvimento de novos
farmacos para combater esses males, como o melanoma (VIDEIRA; MOURA;
MAGINA, 2013).

3.2.Enzima Tirosinase: Estrutura e Funcao

As tirosinases, também conhecidas como polifenoloxidase, sdo encontradas
em tecidos animais, cogumelos e entre outros, elas fazem parte do grupo de proteinas
que possuem ions cobre em sua estrutura (COATES; NAIRN, 2014; KHANOM,;
KAYAHARA; TADASA, 2000; OLIANAS et al., 2005). Os dois ions cobre presentes no
sitio ativo da TYR (Cu?*A e Cu?'B), séo coordenados por seis residuos de histidina
(His) (Figura 4) (CLAUS; DECKER, 2006; DECKER et al., 2007; KANTEEV;
GOLDFEDER; FISHMAN, 2015). Uma caracteristica notavel que se pode observar
em TYR’s, é que seu sitio ativo com ions cobre é preservado, contendo residuos de
aminoacidos estritamente conservados, mesmo em TYR’s de diferentes segmentos

como bactérias, mamiferos e entre outros (CHANG, 2009).

Figura 4. Sitio de ligagdo da enzima TYR (PDB: 5138) (DERI et al., 2016). Para melhor visualizagao
os hidrogénios foram omitidos na imagem.
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A TYR é uma enzima que tem a funcdo de catalisar a hidroxilacdo de
monofendis para formar difendis (atividade de monofenolase) e posteriormente
catalisar a oxidacéo dos difendis resultando em DOPAquinonas reativas (atividade de
difenolase) (CLAUS; DECKER, 2006; DECKER et al., 2007; HALAOULI et al., 2006;
KANTEEV; GOLDFEDER; FISHMAN, 2015; MAYER, 1987). A partir disso, a melanina
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€ entdo formada rapidamente pela polimerizacdo espontanea das DOPAquinonas
produzidas na etapa da difenolase (CLAUS; DECKER, 2006; DECKER et al., 2007,
HALAOULI et al., 2006; KANTEEV; GOLDFEDER; FISHMAN, 2015).

Nos ultimos anos, os inibidores da enzima TYR tém sido um grande objeto de
estudo para pesquisadores no mundo todo, por conta do papel fundamental dessa
enzima tanto na melanogénese, quanto no escurecimento enzimatico de frutos e
vegetais, que tormenta a industria alimenticia (CHANG, 2009; RAO et al., 2013;
SAGHAIE et al., 2013).

3.3.Enzimas e Inibicdo Enziméatica

O interesse farmacéutico e industrial por tecnologias enziméticas cresce de
forma exponencial, pois as enzimas estédo diretamente ligadas a catalise e ao controle
da grande maioria dos processos bioquimicos, com eficiéncia bem maior do que
catalisadores sintéticos (NELSON; COX, 2011; WARSHEL, 2003). As enzimas
denotam estereoespecificidade, regio e quimiosseletividade (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; WARSHEL, 2003).

A especificidade de uma enzima é decretada pela sua capacidade de
harmonizar-se com um substrato natural formando o complexo (enzima/substrato),
onde posteriormente a enzima catalisa o processo de conversao deste substrato a um
produto (DE OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). Uma alta especificidade depende
diretamente da regido do sitio ativo da enzima, a qual € afinada em tamanho, forma e
natureza quimica para o substrato, algumas enzimas necessitam de cofatores (K*,
Cu?*, Fe?* e entre outros) ou também coenzimas, para a formagdo do complexo (DE
OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). Como exemplo a enzima TYR, que apresenta como
cofatores dois ions cobre em seu sitio de ligacdo (DECKER et al., 2007; KANTEEYV;
GOLDFEDER; FISHMAN, 2015).

No geral, as enzimas sado estruturalmente compostas pela condensacéo de
aminoacidos, por meio de ligagbes peptidicas (VERLI, 2014). Através das interacdes
das cadeias laterais presentes na estrutura desses aminoacidos, a enzima adota uma
forma estrutural (estrutura terciaria) (Figura 5), que esta ligada estritamente com a
atividade quimica exercida pelo sitio catalitico da enzima (VERLI, 2014). A catalise
enzimatica ocorre de diversas formas, porém em todos 0S processos € necessario
alguns grupos reativos para a interagédo da enzima com o substrato (NELSON; COX,

2011). Nas enzimas, os grupos a-carboxilas e os a-aminos dos aminoacidos néo estao
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livres, pois eles estdo efetuando as ligacdes peptidicas, ou seja, 0s grupamentos
envolvidos na catalise enzimatica sdo 0s grupos reativos das cadeias laterais
(NELSON; COX, 2011).

Figura 5. Estrutura terciaria da enzima TYR, substrato L-Dopa e os ions cobre como cofator.

As interacdes ndo covalentes que podem vir a ocorrer entre o substrato e a
enzima receptora, sao geralmente as interacbes eletrostéticas, as ligacbes de
hidrogénio e as interacdes de Van der Waals (VERLI, 2014). O traco de estabilidade
das ligacdes de hidrogénio entre a enzima e o substrato retifica um alto grau de
especificidade ocorrente de um complexo (VERLI, 2014; VOET,; VOET; PRATT,
2008). Ja o mecanismo de catélise € Unico para cada enzima, 0 que nao é inesperado,
visto a grande especificidade das enzimas, contudo, 0 mecanismo completo para uma
catélise pode ser certamente complexo, porém as partes individuais de um
mecanismo global podem ser de certa forma simplificados (CAMPBELL, 1999;
NELSON; COX, 2011).

Mesmo que varias etapas desse processo tenham sido elucidadas por estudos
estruturais e bioquimicos ao longo dos anos, o campo do poder catalitico das enzimas
ainda apresenta muitos pontos a serem explorados e sdo densamente estudados
(SILVA, 2015; WARSHEL, 2003). Existem algumas substancias capazes de interferir
no processo da catalise enzimatica, sdo os chamados inibidores enzimaticos, eles
conseguem alterar a agdo de uma enzima, reduzindo ou interrompendo a catélise,
deste modo, as moléculas com um potencial de inibicdo enzimatica estdo entre 0s
compostos mais estudados (NELSON; COX, 2011; SILVA, 2015; VOET; VOET,;
PRATT, 2008; WARSHEL, 2003).
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A inibicdo enzimatica é tipificada em reversivel e irreversivel. Sendo que,
guando reversivel pode ser principalmente competitiva e ndo competitiva. O inibidor
reversivel competitivo exibe, na maioria das vezes, caracteristicas estruturais e
afinidades analogas as do substrato natural da enzima, competindo assim pelo sitio
ativo da enzima e impedindo a formacéo do produto (NELSON; COX, 2011). Porém,
como a reacao é do tipo reversivel, quando se eleva a concentracdo de substrato, por
consequéncia o equilibrio € deslocado no sentido de formacdo do complexo
(enzima/substrato), ou seja, os produtos serdo formados (MARQUES; YAMANAKA,
2008; NELSON; COX, 2011; VOET; VOET; PRATT, 2008). O inibidor que funciona de
forma ndo competitiva interage com um sitio diferente do sitio de ligacdo em que o
substrato atua, um chamado sitio periférico (MARQUES; YAMANAKA, 2008). No sitio
periférico o inibidor provoca a alteragdo do sitio ativo da enzima que receberia 0
substrato (NELSON; COX, 2011; VOET; VOET; PRATT, 2008).

Por fim, no caso onde um inibidor interage de forma irreversivel, ele se ligara
no sitio ativo da enzima irreversivelmente, geralmente por meio de interacdes mais
intensas, ou seja, pode formar ligagdes covalentes e eventualmente pode até destruir
grupos importantes para a estrutura e funcdo da enzima. Por progressao pode
alcancar maxima inibicdo com uma determinada concentracdo de inibidor
(MARQUES; YAMANAKA, 2008).

3.4.Inibidores de Tirosinase

Algumas discromias sédo tratadas com substancias despigmentantes cutaneas,
porém apresentam efeitos colaterais pronunciados, como toxicidade aos melandcitos,
irritacéo e sensibilidade a pele, assim como, um potencial carcinogénico (DRAELOS,
2007; NICOLETTI et al, 2002; PARK et al, 2012). Essas substancias
despigmentantes podem ser decorrentes de diversos mecanismos de acdo, como
toxicidade seletiva aos melandcitos, adsorcdo de melanina pré-formada e
principalmente a inibicdo da atividade da enzima TYR (MAEDA; FUKUDA, 1991,
ZUIDHOFF; RIJSBERGEN, 2001).

Diversas substancias de origem natural ja foram retratadas como inibidoras da
enzima TYR (BRASIL et al., 2017; LIMA et al., 2014), muitas das quais sdo compostos
fenélicos como, por exemplo, a hidroguinona e também a arbutina (Figura 6) que é
um glicosideo da hidroquinona, presente em diversas formulagfes para clareamento
de pele (MUNOZ et al., 2006).
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Figura 6. (A) Estrutura da Hidroquinona (B) Estrutura da Arbutina.
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Outros estudos também apresentam varios agentes (de origem natural ou
sintética) com possivel atividade de inibi¢cdo para a acdo da TYR, como os polifendis
(kaempferol, galangina e a quercetina) (KUBO et al., 2000), antraquinonas como 1,8-
di-hidroxi-2-metoxi-3-metilantraquinona (LEU et al., 2008), lipidios de cadeias longas
(como triacilglicerol e trilinoleina) (JEON et al., 2006), assim como, o acido kéjico
(SAGHAIE et al., 2013; SCHURINK et al., 2007).

Visto que, as irregularidades na sintese da melanina estéo ligadas diretamente
ao poder de catalise exercido pela enzima TYR (CHANG, 2009; SAGHAIE et al.,
2013), a busca por inibidores dessa enzima é a principal estratégia para o combate as
discromias em geral. Em varios estudos que objetivam investigar os possiveis
inibidores da enzima TYR utilizam-se o acido kéjico como inibidor padrédo (CHANG,
2009; SAGHAIE et al., 2013).

Levando em conta que, as terapias usadas atualmente ndo tém tido total
eficiéncia, ou apresentam efeitos citotoxicos, como é o caso da hidroquinona, que
ainda apresenta baixa estabilidade (DERI et al., 2016). Neste sentido, fica evidente a
importancia de buscar novos agentes terapéuticos, assim como, aperfeicoar os ja

existentes baseados na inibicdo da enzima TYR.

3.4.1. Acido Kojico

O acido kojico (AK) é utilizado como agente clareador de pele (CICHOREK et
al., 2013; HA et al., 2007; NOHYNEK et al., 2004). O AK também denominado 5-
hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (Figura 7) € um metabdlito produzido por varios fungos
e bactérias, como as espécies de Aspergillus, Penicillium e Acetobacter. Esse
potencial agente terapéutico apresenta propriedade de quelacéo de ions de metais de
transicdo (como o Cu?* presente na TYR), possuindo também a capacidade de
eliminar radicais livres (KIM; UYAMA, 2005; SAGHAIE et al., 2013). O AK também é
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usado na induastria alimenticia por conta de sua capacidade de evitar o escurecimento
enzimatico de alimentos (BLUMENTHAL, 2004; BURDOCK; SONI; CARABIN, 2001;
CHANG, 2009), assim como apresenta propriedades anti-tumoral (BURDOCK; SONI,;
CARABIN, 2001; GOMES et al., 2001; MOTO et al., 2006; TAMURA et al., 2006) e
radioprotetora (EMAMI et al., 2007).

Figura 7. Estrutura do Acido Kojico
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O AK inibe de forma competitiva a etapa da monofenolase catalisada pela
enzima TYR, porém na etapa de difenolase o AK funciona como inibidor misto
(CHANG, 2009; SAGHAIE et al., 2013; SCHURINK et al., 2007). Assim sendo, o
mecanismo de atuacao deste metabdlito compreende a afinidade pelo sitio ativo da
enzima, onde ocorrem a quelagdo dos ifons (Cu?*) presentes nessa cavidade
(SENDOVSKI et al., 2011). Embora contendo essas propriedades significativas, o AK
tem seu uso limitado pela industria de farmacos, por conta de alguns efeitos
indesejados devido a sua citotoxicidade (PARK et al., 2012; SAGHAIE et al., 2013).

3.4.2. Tropolona

A Tropolona (Figura 8) é outra estrutura com potencial de inibicdo de TYR, se
trata de um composto organico com estrutura aromatica constantemente isolados de
fungos e eventualmente isoladas de plantas (REN et al., 2001). Essa classe de
compostos constitui um estratégico ramo de interesse bioldgico, pois algumas
substancias que contém um nudcleo Tropolona em sua estrutura exibem atividade
relevante para area farmacéutica (ISMAYA et al., 2011; YAMATO et al., 1986, 1987)
e agricola (VALERO et al., 1991).

Figura 8. Estrutura da Tropolona.
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Yamato e colaboradores em uma série de estudos mostrou que alguns
compostos derivados de Tropolona podem apresentar atividade antitumoral e ainda
destaca que provavelmente essa caracteristica esta relacionada com a quelacéo de
ferro no local ativo do ribonucleétido redutase (YAMATO et al., 1985, 1986, 1987).

Estudos em Tropolonas e derivados, também relatam atividade antimalarica
(REN et al., 2001), atividade de inibicdo de polifenol oxidase das uvas (VALERO et
al., 1991) e atividade de inibicdo da enzima TYR em cogumelos (ISMAYA et al., 2011,
KAHN; ANDRAWIS, 1985). Diversos compostos naturais possuem a estrutura base
da Tropolona, entre esses compostos estdo o acido puberulico, acido stipitatonico,

acido puberuldnico, sepedonina , teaflavinas e entre outros (PIETRA, 1973).

3.5. Modelagem Molecular Aplicada ao Planejamento de Farmacos
Ultimamente, a procura por maior desenvolvimento e eficiéncia no mercado
farmacéutico, influenciou avancos cientificos e tecnolégicos no setor de planejamento
de farmacos (MARINHO; SEIDL; LONGO, W. P., 2008). Junto ao surgimento dos
primeiros computadores, se arquitetaram técnicas virtuais na quimica tedrica. Com
isso, surgiram diversos bancos de dados, por exemplo, o Protein Data Bank (PDB),
usado para arquivar estruturas proteicas ja descobertas, o0 PDB possibilitou 0 acesso
de informacdes para embasar o desenvolvimento de varios farmacos (VERLI, 2014).
Desde esse momento, as industrias farmacéuticas vém acompanhando uma
tendéncia tecnoldgica, usando metodologias como as de modelagem molecular para
descobrir novos candidatos a farmacos e também aperfeicoar outros ja existentes na
indastria (MILLER, 2012; VERLI, 2014). A modelagem molecular se expressa através
da construcdo e manuseio de sistemas biomoleculares e busca realizar simulacdes
similares aos sistemas reais, relacionando experimento, simulacao e teoria (Figura 9),
essas metodologias usam de um conjunto de célculos, quimica tedrica, modelos
matematicos e a computacéo grafica para fazer o manuseio dos modelos obtidos
(BIELSKA et al., 2011; MILLER, 2012). Assim, facilita a interpretacao da relagéo entre
a estrutura estudada e sua atividade biolégica (BIELSKA et al., 2011). Essa area de
estudo tem uma importancia crucial no planejamento de farmacos, pois proporciona a
analise da conformacédo de sistemas complexos, por exemplo, conformacdo e

interacdo entre farmaco e um receptor alvo (MILLER, 2012).
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Figura 9. Conex&ao entre experimento, simulacéo e teoria.
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Fonte: Adaptado de Diehl (2017)
As metodologias usadas na modelagem molecular para estudar os sistemas

biolégicos, sédo divididas em dois grupos, Métodos Quéanticos e Métodos Classicos.
No geral os Métodos Quanticos sdo empregados para adquirir a energia do sistema
em estudo por meio da resolucdo da equacdo de Schrordinger (Equacdo 1)
(CRAMER, 2004; SANT'ANNA, 2009; VERLI, 2014).

AY = E¥ (1)

Essa equacédo define a funcdo de onda (W) dependente das coordenadas de
todas as particulas, a equacao também define o termo (E) que julga a energia total do
sistema sendo a soma das energias cinéticas e potenciais. Sendo que, o operador
Hamiltoniano da equaco é representado por (H).

Vérios niveis de aproximacdo sdo efetuados nos célculos, dependendo das
variaveis ou dados experimentais adicionados nos algoritmos € possivel se dividir
essas areas em outros niveis. Alguns métodos consideram todos os elétrons do
sistema, nesse caso 0 método ab initio, porém outros s6 levam em conta os elétrons
de valéncia, como é o caso dos métodos semi-empiricos (CRAMER, 2004; VERLLI,
2014). De fato, os métodos quénticos ab initio descrevem melhor sistemas com
poucos atomos por conta da grande quantidade de equacgfes que sao utilizadas em
suas construcfes. Dessa maneira, os métodos semi-empiricos funcionam como uma
estratégia interessante e refinada para a investigacdo de sistemas biol6gicos por

causa de suas parametrizacdes especificas e a inclusdo de menos equacdes a serem
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resolvidas, tornando o método de certa forma computacionalmente mais barato
(CRAMER, 2004; SANT'ANNA, 2009; VERLI, 2014).

Jé os Métodos Classicos séo tratados baseados nas Leis da Fisica Classica de
Isaac Newton, isto é, desconsiderando a quantizacdo da energia. Por meio das
equacles dessa lei € possivel obter uma trajetoria do sistema em funcdo do tempo.
De maneira que, essa trajetoria possui diversas propriedades, como as propriedades
termodindmicas, calculadas através das ferramentas da Mecéanica Estatistica
(CRAMER, 2004; VERLI, 2014).

Uma das estratégias mais utilizadas e classificada como método de simulagéo
Classica, é a Dinamica Molecular (DM). Na DM o sistema é descrito por meio de um
campo de forca e as equagdes sdo integradas em funcdo de um intervalo tempo,
podendo assim ser obtido o movimento das particulas em funcdo desse mesmo
tempo, além da obtencédo das propriedades termodinamicas (CRAMER, 2004; VERLI,
2014). A Figura 10 demonstra como se distribuem as areas e algumas subareas

dentro da modelagem molecular.

Figura 10. Subareas da modelagem molecular.

Modelagem

Molecular
Métodos Métodos
Quénticos Classicos

Métodos Teoria do Mecénica
baseados na funcional de Molecular
funcéo de onda densidade (TFD)

Métodos Calculo Campos Dinédmica
semi-empiricos ab initio de Forca Molecular

Fonte: Adaptado de Campos (2013).

Ao estudar a interacdo de um farmaco e o receptor percebe-se uma energia de
interacdo que provém da estrutura quimica dos grupos funcionais da molécula
bioativa, bem como, da conformacéo tridimensional destes grupos (ANDREI et al.,
2012). Dessa forma, decidir entre o método classico ou quantico depende do sistema
bioldgico que se esta estudando, assim como, dos resultados que se pretende obter.
Outro fator relevante na Quimica Teorica € o custo computacional, 0 maquinario deve
satisfazer o método a ser trabalhado (SANT'ANNA, 2009).
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3.5.1. Docagem Molecular

O método de docagem molecular ou ancoragem molecular (do inglés,
molecular docking) estd baseado no modelo chave-fechadura, proposto por Emil
Fischer em 1894 (VERLI, 2014). Essa técnica objetiva prever o modo de ligagcéo e
propriedades do reconhecimento molecular receptor-ligante (Figura 11), isso permite
obter estimativas de interacdes entre o receptor e o ligante, antes mesmo que esses
sejam sintetizados. A grande vantagem € que, 0s custos computacionais da docagem
molecular s&o bem inferiores, em comparagédo aos custos laboratoriais usados para
sintetizar e testar farmacologicamente varias substancias (TAYLOR; JEWSBURY;
ESSEX, 2002; VERLI, 2014; YURIEV; RAMSLAND, 2013). Esses resultados auxiliam
estudos de novas moléculas e direcionam a sintese de compostos e derivados
(TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002; YURIEV; RAMSLAND, 2013).

A Docagem molecular tem sido amplamente utilizada para selecionar
compostos que servem para serem designados como possiveis farmacos e eliminar
os candidatos ndo promissores, ainda se pode presumir possiveis moléculas que
possuiriam uma afinidade maior com o sitio de ligagdo do receptor (TAYLOR;
JEWSBURY; ESSEX, 2002; VERLI, 2014; YURIEV; RAMSLAND, 2013).

Figura 11. llustracdo representando a docagem molecular predizendo o modo de ligacdo de uma
molécula ligante e seu possivel receptor.

Receptor

Os principais tipos de interacdes entre o ligante e o receptor acontecem através
de forcas intermoleculares do tipo dipolo-dipolo induzido e permanente (FLORENCE;
ATTWOOD, 2011; VERLI, 2014). Dentre as for¢as dipolo-dipolo permanente as mais

comuns nesses sistemas sao as ligacdes de hidrogénio, as dipolo-dipolo induzidos



34

sao geralmente forcas de Van Der Waals ou London. (FLORENCE; ATTWOOD, 2011;
VERLI, 2014; YURIEV; RAMSLAND, 2013). Além disso, o procedimento para o
reconhecimento receptor-ligante € guiado por uma combinacéo de efeitos entalpicos
e entropicos (VERLI, 2014).

As cristalografias ainda podem ser analisadas por meio da redocagem, que é
um procedimento para se obter a posicéo da cristalografia do ligante em estudo, € um
método fundamental de validacdo para estruturas cristalograficas submetidas a
docagem, que determina se o algoritmo usado na simulacdo é capaz de recuperar a
posicdo cristalografica através simulacdo computacional (FRIESNER et al., 2004).
Entre os softwares disponiveis para célculos de docagem molecular estdo varias
alternativas, comercias e gratuitos, como AutoDock 4 (MORRIS et al., 1998),
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2009), Dockthor (ALMEIDA, 2011), Molegro Virtual
Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) e entre outros.

3.5.1.1. Funcéo de Pontuacdo MolDock

Os célculos para uma docagem molecular sdo baseados em funcbes de
pontuacdo, como exemplo, a funcdo de pontuacdo MolDock implementada no
programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). O MolDock é baseado em uma
aproximacéo da energia de interacdo entre o ligante e o seu receptor. Por meio das
coordenadas atbmicas do ligante, da proteina e em alguns casos também
coordenadas de co-fatores e aguas importantes para o sistema, € possivel calcular a
pontuacéo para os sistemas. Na docagem molecular, o valor da funcdo de pontuacao
MolDock é obtida para cada conformacédo possivel da molécula ligante no sitio do seu
receptor. E esse valor da funcdo de pontuacdo € usada como um dos preceitos para
selecionar as melhores conformacdes. A funcdo citada aqui pode ser definida de
acordo com a (Equacdo 2). Na qual, E,.,.. representa a propria funcao de pontuacao
MolDock, E;,:. representa a energia de interagéo intermolecular (receptor e ligante)

e Ei.trq € a energia intramolecular presente no ligante.

Escore = Einter + Eintra (2)

Na Equacéo 3 observa-se a descricdo da equacgao que define a pontuagao das

interacOes intermoleculares entre receptor e a molécula ligante.
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Nas somatodrias sado considerados todos os atomos diferentes de hidrogénio,
isso inclui cofatores. N e M sdo os numeros de atomos do ligante e do receptor,
respectivamente. A expressao, Ep;p representa o termo de energia piecewise linear
potential. 332 é usado para fixar as unidades de energias eletrostaticas em Kcal/mol.

Os termos, g; € q; sd@o as cargas dos atomo i e j, respectivamente. Por fim, a distancia
interatdmica entre os atomos i e j é representada por r;;.

A equacao 4, representa a descricdo da equagao que define a pontuagao das

interacdes intramoleculares.

Eintra = Z z Ep p(rij) + Z A[1 = cos(m.6 — 6y) + Ecigsn )

i€lig jelig lig flexiveis

Onde, a somatéria dupla indica que a soma é realizada para todos pares de
atomos do ligante, que estejam a mais de duas ligacdes de distancia. O segundo
termo da equacédo é um termo de energia torcional, parametrizados de acordo com 0s
tipos de hibridac@o dos atomos ligados. 6 € o angulo de tor¢éo da ligagdo. E g, atribui
uma penalidade de 1000 se a distancia entre os dois atomos for menor que 2A, assim
ele pune conformac¢des quimicamente inviaveis.

J& que para esta metodologia, um dos critérios principais de avaliacdo para
eleger o melhor complexo, € a conformacao mais proxima da estrutura cristalografica
em estudo, tomada como referéncia (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Torna-se
necessario estabelecer um método que avalie a distancia entre as estruturas elegida

pela funcdo de pontuacéo e a estrutura cristalografica.

3.5.2. Desvio Médio Quadratico
Na Modelagem Molecular, o Desvio Médio Quadratico, do inglés, Root Mean
Square Deviation (RMSD) é a medida dos desvios entre 0os atomos de uma estrutura,
geralmente da cristalografia em relacdo as estruturas sobrepostas, no entanto, o
calculo do RMSD pode ser aplicado a outras moléculas ndo proteicas, como pequenas

moléculas organicas, tendo como exemplo, moléculas inibidoras e substratos naturais
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(RASCHKA, 2014). Sendo assim, esse método é amplamente utilizado para a analise
de metodologias de Modelagem Molecular, como os calculos de docagem molecular.

Em outras palavras, o RMSD consegue estimativas dos desvios da estrutura
obtida nos calculos em relagéo a sua estrutura de referéncia. Para uma redocagem
considerada satisfatéria, as conformacgdes geradas como resultado devem apresentar
um valor nos desvios (RMSD) inferior a 2,0 A, sendo que, quanto mais proximo de
zero o valor do RMSD for, melhor se torna o resultado (FRIESNER et al., 2004). Por
outra forma, quanto mais préximo de zero for esse valor de RMSD, mais préximo a
conformacao obtida nos calculos conseguiu chegar da sua referéncia. Nesse caso,
considera-se que o método utilizado foi validado, pois os resultados corresponderam

aos resultados experimentais.

3.5.3. Dindmica Molecular

Simulacdo por Dindmica Molecular (DM) é uma das metodologias da Quimica
tedrica mais flexiveis para o estudo de sistemas bioldgicos (ALONSO; BLIZNYUK;
GREADY, 2006; HANSSON; OOSTENBRINK; GUNSTEREN, 2002; KARPLUS,
2002). De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
a dindmica molecular € um procedimento de simulagcéo que consiste na computacao
do movimento dos &tomos em uma molécula, de atomos individuais ou moléculas em
sélidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton, ou seja, a
DM faz a descricdo da variacdo do comportamento de uma estrutura em funcao de
um intervalo de tempo (VERLI, 2014) .

O detalhamento proposto pela DM, para algumas moléculas estudadas ou

grupo de moléculas, fundamenta-se na solucédo da 22 Lei de Newton (Equacéo 5).

d?x; Av;
Fxl' = leml- = A—tlmi = am; (5)

Onde F,; € a forca aplicada ao atomo i na posicao x, t representa o tempo, v €
a velocidade e a; a aceleracdo do atomo i. Por ser baseada na fisica desenvolvida
por Newton, a DM esta no grupo dos métodos denominados Classicos (métodos de

mecéanica molecular) (VERLI, 2014).
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Dessa forma, a DM proporciona obter modelos de moléculas bastante similares
a realidade biologica, visto que, pode descrever caracteristicas como a flexibilidade
molecular e a temperatura. Grande parte da atividade dos sistemas biologicos esta
associada a flexibilidade de biomoléculas, como a catalise enzimatica, que vém sendo
descrita com sucesso por simulacdes de DM (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008;
VERLI, 2014).

3.5.4. Mecanica Molecular

Baseada na Mecéanica Molecular, os sistemas em estudo na DM, séo tratados
como um grupamento de particulas mantidas unidas por forcas harmdnicas ou
elasticas. Um conjunto completo dos potenciais de interacdo entre as particulas é
conhecido como campo de forca (BROOKS lll; KARPLUS; PETTITT, 1988; VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990). Cada campo de forca designa um conjunto de
equacdes matematicas direcionadas a reproduzir caracteristicas do comportamento
molecular, como o estiramento de ligagdes quimicas, a deformacgéo de um angulo de
ligacdo ou a tor¢cdo de um diedro. Essas estratégias, por sua vez, sdo parametrizadas
para reproduzir o comportamento dos sistemas estudados deixando-0s mais proximos
do sistema real (VERLI, 2014).

Matematicamente o campo de forca empirico, € uma funcdo de energia
potencial, que proporciona que a energia potencial total do sistema V ,, seja calculada
a partir da estrutura tridimensional (3D) do sistema. Usualmente, o V., € descrito
como a soma de varios termos de energia, incluindo os termos para atomos ligados,
como comprimentos e angulos de ligacdo, angulos diedros e entre outros, também os
termos para atomos nao ligados, como interacdes de van der Waals e de Coulomb
(NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008; VERLI, 2014). Um representativo geral de um
campo de for¢a é mostrado pela Equacao 6.

VI = D Vit D Vot D Veaw+ ) Vo  (6)

Onde, V, representa energia de estiramento da ligacao relacionado ao seu valor
de equilibrio (ou valor ideal), V, € a energia de deformacgéo do angulo de ligagcdo em

relacéo a seu valor de equilibrio, V,4,, representa a energia das interacfes de Van der
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Waals e V,;.; representa as energias de atragdo ou repulsdo eletrostatica entre duas
cargas (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

A Lei de Hooke mostrada na Equacéo 7 e na Equacéo 8 é a forma padréao de
representar os potenciais harmonicos, por conta das oscilagbes dos comprimentos e

angulos de ligagdo com relagéo aos valores de equilibrio.

Vi=K(l- lo)2 (7)

Vo = Ko(6 — 6)* (8)

Onde, [ e 6 s&o os comprimentos e angulos de ligacdo, respectivamente, [, e
6, sdo os correspondentes aos valores no estado de equilibrio e K; e Ky correspondem
as constantes de forca para a restituicdo aos respectivos valores de equilibrio. A
aproximacdo harménica é valida sé para casos que possuem pequenas distorcoes
com relacdo aos valores de equilibrio (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

Os pares de atomos ndo ligados covalentemente (i, j), tem sua interacao
descrita por potenciais compostos pelos termos de Van der Waals e eletrostaticos,
representados respectivamente pelos potenciais de Lennard-Jones (potencial 6-12)

(Equacéo 9) e de Coulomb (Equacéo 10).

O'.. 12 O'.. 6
Voaw = 4 €;j [<T—U> - <T—U> ] 9)
ij ij

qi9;
V., = —"t
elet 4mege, 1) (10)

Na Equacdo 9, que representa os potenciais de Lennard-Jones, ¢; € a
profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva e g;; € a distancia

finita na qual o potencial interparticular é zero. Esses parametros sdo ajustados
experimentalmente ou por céalculos tedricos. JA a Equacdo 10, que descreve as

interacOes eletrostaticas, g; e q; representa a magnitude das cargas pontuais de cada
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atomo, r;; € a distancia entre essas cargas, g, corresponde a permissividade do
espaco livre e ¢, representa a constante dielétrica relativa do meio (LENNARD-
JONES, 1924; NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

Os conjuntos de parametros dos diversos campos de forca existentes sdo bem
especificos e todos foram criados de maneira independente. Alguns campos de forca
adicionam termos diversificados para descrever especificamente as ligacdes de
hidrogénio ou para acoplar oscilagdes entre angulos e comprimentos de ligacao, para
tentar obter uma melhor concordancia com espectros vibracionais (BROOKS llI;
KARPLUS; PETTITT, 1988; VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990).

A credibilidade dos resultados de uma DM é dependente da elaboracao de um
campo de forca com parametros bem definidos. Portanto, escolher um campo de forga
€ um passo crucial, porém, o tipo de campo de forca depende do sistema a ser
estudado e das propriedades que seréo investigadas (MORGON; COUTINHO, 2007).
Para sistemas biomoleculares, por exemplo, os campos de forca mais utilizados séo
CHARMM (lll; KARPLUS; AUSTIN, 1990), GROMOS (VAN GUNSTEREN;
BERENDSEN, 1987), AMBER (WEINER et al., 1986), OPLS (JORGENSEN;
MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), OPLS-AA (ROBERTSON; TIRADO-RIVES;
JORGENSEN, 2015), CVFF (HAGLER; HULER; LIFSON, 1974) (HAGLER; HULER,;
LIFSON, 1974) e entre outros.

3.5.5. Modelo Dummy Atom

As simulacbes de DM sdo normalmente usadas para investigar informacéao
estrutural, interacdes e outras propriedades de sistemas bioquimicos, isso inclui
sistemas com metal-proteinas, como a enzima TYR. Entretanto, os campos de forca
mais utilizados ndo possuem parametros apropriados para ions metalicos,
apresentando um obstaculo relevante para estudos de DM envolvendo metal-
proteinas. Ja foram desenvolvidos varios métodos para descrever as interacdes entre
ions metélicos e os residuos circundantes em simulacdes classicas de DM. Entre
esses metodos estao a representacao de ions metalicos como esferas simples de Van
der Waals (TORRAS; ALEMAN, 2013), modelos dummy atoms (AQVIST; WARSHEL,
1989; LIAO; KAMERLIN; STRODEL, 2015; OELSCHLAEGER et al., 2007; PANG,
1999; SAXENA; SEPT, 2013) e os chamados modelos ligados, onde ligagbes

artificiais entre ions metalicos e as moléculas circundantes sdo introduzidas
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(HANCOCK, 1990; LIN; WANG, 2010). Cada um desses métodos citados tem seus
préprios meéritos e também suas limitacdes.

A DM realizada usando modelos de ions metalicos como esferas simples de
Van der Waals € muitas vezes bem sucedida para a descricdo de ions alcalinos e
alcalino terrosos, porém esse modelo parece ser inadequado quando se trata de
situacdes mais complexas, como sistemas que possuem centros de metais
multinucleares, ou para o tratamento de metais de transicao. Os modelos ligados, por
outro lado, sofrem com o fato de incluirem “ligagdes covalentes artificiais” predefinidas
entre o0 metal e as moléculas circundantes com que o metal interage, o que nao
permite a troca de interacdo que o ion pode vim a realizar ou a conversao entre
diferentes geometrias de coordenacgao do metal (LIAO; KAMERLIN; STRODEL, 2015).

A abordagem do modelo dummy atoms busca solucionar os problemas acima
mencionados, fornecendo uma descricdo que compreende efeitos estruturais e
eletrostaticos, o modelo inclui atomos “falsos” cercando o ion metalico (LIAO;
KAMERLIN; STRODEL, 2015). Existem diversos estudos que demonstram dummy
atoms para as geometrias bipiramidais, tetradrédicas, octaédricas ou pentagonais
para Zn?*, Ca?', Mg?*, Fe?*, Ni** e Mn?* (AQVIST, WARSHEL, 1989; LIAO;
KAMERLIN; STRODEL, 2015; OELSCHLAEGER et al., 2007; PANG, 1999; SAXENA,
SEPT, 2013).

Analisando o modelo dummy atoms octaédrico (Figura 12) proposto por Aqvist
e Warshel, em 1989. Trata-se de um dummy atom que contém seis atomos “falsos”
com parametros de Van der Waals negligenciaveis e carga positiva (6+), que sao
colocados em torno de um ion metalico central (n) com uma carga de (n-68). Essa
distribuicdo de carga € particularmente favoravel em sistemas multinucleares
(OELSCHLAEGER et al., 2007), pois a redistribuicdo de cargas reduz a repulsao
excessiva entre os centros metalicos. Vale ressaltar que, os atomos “falsos” estao
ligados e angulados ao atomo metalico central, mas ndo existem ligacbes com

moléculas circundantes ao modelo dummy atom.
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Figura 12. llustracdo do modelo dummy atoms octaédrico de Aqvist e Warshel (1989).

Fonte: Kamerlin et al (2015).

Nenhum modelo de dummy atoms tinha sido desenvolvido para o ion Cu?,
provavelmente devido a distor¢do Jahn-Teller do Cu?* na 4gua. No entanto, Kamerlin
e colaboradores, em 2015, propuseram um modelo dummy para o fon Cu?* que inclui
o efeito Jahn-Teller, facilitando estudos de simulacdes de proteinas que contém ions
cobre em sua composicdo. A principal vantagem desse modelo é que ele permite
reproduzir as propriedades de coordenacdo corretas do metal, sem precisar de
célculos quanticos (ALI-TORRES et al., 2015). Isso permite 0 uso desse modelo

dummy atom de cobre em simulacfes baseadas em mecanica molecular, como a DM.

3.5.6. Energia livre de ligacéo (ELL): Método linear interaction energy (LIE)

Obter estimativas de forma precisa para a ELL de um sistema inclui um custo
computacional elevado na maioria das vezes, no entanto, varias abordagens para este
problema foram desenvolvidas, que vao desde estimativas rapidas usando funcdes
de pontuacdo empirica até alternativas baseadas em célculos de campo de forca
(GOODFORD, 1985; KRYSTEK; STOUCH; NOVOTNY, 1993; MENG; SHOICHET;
KUNTZ, 1992). Nesse segmento, estudos provaram que estimativas de ELL podem
ser obtidas por meio de médias de energia de simulacédo de DM, mediante a resposta
linear para interagfes eletrostaticas, juntamente com uma expressao empirica para
efeitos n&o polares (AQVIST; MOWBRAY, 1995; HANSSON; AQVIST, 1995; HULTEN
et al., 1997). Esse método para calcular a ELL é denominado pela sigla LIE do inglés
linear interaction energy (AQVIST; MEDINA; SAMUELSSON, 1994). O LIE além de
sua simplicidade apresenta algumas vantagens em comparacfes a outros métodos,
para esse tipo de célculo se tem uma redugdo consideravel do sistema simulado

comparado a outros métodos, como free energy perturbation (FEP) (BEVERIDGE;
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DICAPUA, 1989; KOLLMAN, 1993) e empirical valence bond (EVB) (AQVIST,
MEDINA; SAMUELSSON, 1994; AQVIST; WARSHEL, 1993). No LIE o sistema é
solvatado por meio de modelo de agua explicita e ainda possibilita calcular valores
absolutos da energia de ligagdo em um curto tempo de simulacdo, na ordem de uma
dezena de nanosegundos (ns) (AQVIST; MEDINA; SAMUELSSON, 1994; AQVIST,;
MOWBRAY, 1995; HANSSON; AQVIST, 1995).

Em conceitos gerais, o LIE é caracterizado por obter a média térmica das
conformacdes do sistema simulado, ao contrario do FEP ndo s&o necessarios
processos de transformacdes envolvendo estados néo fisicos, também o LIE ndo se
limita aos calculos de energia livre relativa, porém é baseado na estimativa das
energias de ligacdo absoluta (MARELIUS et al., 1998). No geral, o LIE € mais lento
do que a pontuacdo de conformacdes Unicas, porém bem mais rapido do que os
calculos de FEP rigorosos e alguns métodos baseados na simplificacbes de FEP
(MARELIUS et al., 1998).

Como ja citado, o LIE julga que a ELL pode ser separada em dois tipos de
contribuicdes, polares e ndo polares (AQVIST; MEDINA; SAMUELSSON, 1994,
MARELIUS et al., 1998). Essas contribuicdes variam linearmente em conformidade
com as médias termodinamicas, adquiridas pelas simulacbes de DM, através das
interacOes eletrostaticas e de interacbes de Van der Waals. Para a obtencédo das
médias termodinamicas, o método julga a DM do receptor complexado ao seu
respectivo ligante e a simulagcéo de DM do ligante livre em solvente (MARELIUS et al.,
1998). Dessa forma, por meio da variacdo nos potenciais médios das interacdes

eletrostaticas e de Van Der Waals do ligante, no estado complexado e no estado livre

em solucéo, a ELL (AGiig) pode ser estimada por meio da Equacéo 11.

AGll’g = a((VvdW> complexo — (VvdW>livre) + ﬁ((Velet)complexo - (Velet)livre) (11)

Na qual, (V,qw) € (Verer) representam as medias termodinamicas dos potenciais
de interacdes de Van Der Waals e eletrostéticas do ligante, respectivamente, tanto no
estado complexado como também no estado livre (quando o ligante esta sozinho em
solucédo). Os potenciais das interagdes nao ligadas sdo calculados diretamente das

configuracbes microscopicas dos sistemas gerados através das simulacdes de DM.
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Os parametros empiricos a e B simbolizam as contribuicdes ndo polares e polares
respectivamente, frequentemente utilizado para ajustar a equacdo de acordo com
resultados de ELL de moléculas similares obtidos de dados experimentais, esses
parametros variam de acordo com a estrutura quimica do ligante em estudo
(MARELIUS et al., 1998).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Construcao dos Modelos

Inicialmente, as estruturas cristalograficas da TYR foram extraidas do banco de
dados Protein Data Bank (PDB), com os cédigos 4P6R, 4P6S e 5138. Posteriormente,
para se realizar a docagem molecular, as estruturas cristalograficas foram preparadas
usando o Software UCSF Chimera 2.0 (PETTERSEN et al., 2004). As moléculas
ligantes L-Tirosina, L-Dopa, AK e o restante dos inibidores, a principio foram,
construidas no software MarvinSketch (CHEMAXON, [s.d.]) e otimizados no programa
Gaussian09 (FRISCH et al., 2009), através do método semi-empirico Parametric
Method 6 (PM6) (STEWART, 2007). A Tabela 1 mostra informagdes gerais sobre as
moléculas ligantes investigadas neste trabalho. O valor da constante de inibicdo (Ki)
para os inibidores e constante de dissociacao (Kd) para o substrato L-Tirosina, foram
obtidos através das literaturas (DERI et al., 2016; KUBO et al., 2003; LIMA et al., 2014;
MAGHSOUDI et al., 2013).

Tabela 1. Moléculas ligantes estudadas nesse trabalho e suas respectivas informacdes
Moléculas

. Nomenclatura IUPAC Estrutura 2D -
ligantes
Acido (S)-2-amino-3-(3,4- o .
=POPA - inidroxifenl) propandico [
L-Tirosina ACIdO .(S)-.Z-amlno-S,- .(4- o Kd= 0,1 uM
hidroxifenil) -propandico I
HO
Tropolona . 2-H|drox.|-2,4,6- _ Ki= 0,8 uM
cicloheptatrieno-1-ona
Aci -Hi i-2-(hi imetil)- 0 .
cido 5-Hidroxi-2-(hidroximetil) H Ki= 3.5 UM

Kojico 4H-piran-4-ona
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MOL1 2,4-di-hidroxibenzaldeido Ki= 41,55 pM

MOL2 3,4-di-hidroxibenzaldeido Ki= 52,96 uM

MoLg  3-hidroxi-1,2-dimetil-4 (1H) f}I Ki= 64 uM
—piridona .

Acido 5-hidroxi-4-oxo-4H-

MOL4 pirano-2-carboxilico HO

Ki= 145 pM

MOL5 4-metoxibenzaldeido Ki= 376 uM

QOCH

4.2.Calculos de Docagem Molecular

Entre os softwares disponiveis para calculos de docagem molecular estdo
varias alternativas, comercias e gratuitas, como AutoDock 4 (MORRIS et al., 1998),
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2009), Dockthor (ALMEIDA, 2011), Molegro Virtual
Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) e entre outros. Para as
simulacGes desse trabalho usou-se o software MVD 5.0, pelo fato de o MVD em
estudos anteriores ja demonstrar bons resultados para sistemas com a enzima TYR
(BRASIL et al., 2017; LIMA et al., 2014). As informacdes das estruturas cristalogréaficas
da TYR complexadas as moléculas ligantes (L-tirosina, L-Dopa, AK) estdo expostas
na Tabela 2.
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Tabela 2. Estruturas 3D da TYR extraidas do Protein Data Bank para as simulacdes

Cadigos . . Molécula o
Resolucdo  Organismo . Referéncias
PDB Ligante
Bacillus o (GOLDFEDER et
4P6R 2,2 A , L-Tirosina
megaterium al., 2014)
Bacillus (GOLDFEDER et
4P6S 2,2 A _ L-Dopa
megaterium al., 2014)
Bacillus .
5138 2,6 A _ Acido Kojico (DERI et al., 2016)
megaterium

Como essas estruturas da enzima TYR fazem parte do mesmo organismo
(Bacillus megaterium), puderam ser comparadas de forma coerente e validas nas
analises. As estruturas entdo foram usadas como ponto de partida para o célculo de
redocagem, o qual toma como referéncia a molécula ligante contida na estrutura
obtida por difragdo de raios X, a fim de validar a estrutura, investigar o comportamento
do complexo, fazer andlises das interacdes e do modo de ligacdo da molécula no sitio
ativo. As simula¢gBes para a redocagem molecular foram realizados por meio da
funcdo MolDock Score, implementada no programa MVD (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006).

J& a docagem realizada com o restante das moléculas (Tabela 1), propostas
como inibidores, foi feita na estrutura com o codigo de PDB:5I38, pois a estrutura
cristalografica ja contém um inibidor (AK) em seu sitio ativo que foi usado como
referéncia para esse célculo, ou seja, ancoragem desses ligantes foi realizada de
forma a sobrepor o AK presente no sitio ativo da TYR, podendo se obter uma melhor
comparacao entre as moléculas. Uma sequéncia das etapas gerais seguidas para a
realizacdo da docagem molecular esta ilustrada na Figura 13. Para todas as docagens
realizadas neste trabalho, os atomos de cobre foram descritos como esferas com raio

de Van der Waals, sendo suas contribuicGes mais estéricas do que eletrostaticas.
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Figura 13. Sequéncia de etapas realizadas para o célculo de docagem molecular.

Buscae Seleciodas
Estruturas nos Bancos
de Dados

Preparacio das
Estruturas e Moléculas
Ligantes

Docking Molecular

Coleta dos Resultados

Andlise dos Resultados

4.3.Simulac¢éao por Dinamica Molecular

A principio para as simulacdes de DM desse trabalho, usou-se o modelo
dummy atoms de cobre proposto por Kamerlin e seus colaboradores em 2015, para
representar os ions desse metal presentes na enzima TYR. A substituicdo foi realizada
através do Software UCSF Chimera 2.0 (PETTERSEN et al., 2004), removendo 0s
ions cobre que estavam descritos como esferas com raio de Van der Waals e
adicionando nas mesmas coordenadas os modelos de dummy atoms. Dessa forma,
pretende-se descrever os fons Cu?* presentes no sitio de ligacdo da enzima TYR de
maneira satisfatoria e coerente durante a simulacao.

Os complexos obtidos ap6s a docagem foram submetidos a simulacéo por DM,
utilizando-se o pacote de dinamica molecular Q (MARELIUS et al., 1998). O pacote Q
€ um conjunto de ferramentas para tais célculos, adaptados para alguns tipos
especificos de calculos de energia livre, como, simulacfes de perturbacao de energia
livre (FEP) (BEVERIDGE; DICAPUA, 1989; KOLLMAN, 1993), calculos de métodos
empiricos de ligacdo de valéncia (EVB) (AQVIST; WARSHEL, 1989; AQVIST;
WARSHEL, 1993) e célculos de energia de interacdo linear, do inglés, linear
interaction energy (LIE) (AQVIST; MEDINA; SAMUELSSON, 1994; HULTEN et al.,
1997; JONES-HERTZOG; JORGENSEN, 1997).

O pacote de Dinamica Molecular Q foi planejado para funcionar com uma
grande variedade na selecédo de campos de forca. As bibliotecas de fragmentos e os
parametros do campo de forca para AMBER95 (KOLLMAN, 1993), AMBER/OPLS
(JORGENSEN; TIRADO-RIVES, 1988), OPLS-AA (ROBERTSON; TIRADO-RIVES;
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JORGENSEN, 2015), CHARMM (BROOKS et al.,, 2009), GROMOS87 (VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987) e GROMOS96 (VAN GUNSTEREN, 1996), ja
estdo adaptados junto ao programa Q, para serem legiveis pelo mesmo. Os
parametros selecionados para as simulacdes de DM aqui realizadas, foram do campo
de forca OPLS-AA (ROBERTSON; TIRADO-RIVES; JORGENSEN, 2015).

O pacote computacional Q realiza os célculos de energia livres em sistemas
biomoleculares solvatados em uma area esférica finita de moléculas de agua explicita,
a utilizacdo de um limite esférico (BERKOWITZ; MCCAMMON, 1982; WARSHEL,
1978) possibilita limitar a regido do sistema simulado, sendo assim, pode-se focar a
simulacdo em uma regido menor, como um sitio de ligacdo, podendo fazer um
tratamento preciso de longo alcance eletrostatico computacionalmente mais barato.

Usou-se entdo as coordenadas dos complexos obtidas por meio da docagem
molecular e também coordenadas dos respectivos ligantes livres. Para assim, poder
obter dois estados (ligante + solvente e complexo + solvente), necessarios para o
método de célculo de ELL, selecionado nesse trabalho, ou seja, cada ligante aqui
estudado foi submetido a duas simulagdes distintas que estéo ilustradas na Figura 14.

Figura 14. Modo representativo dos sistemas construidos para as simulagbes de DM. (A) Ligante
solvatado, mostrando a esfera de simulagio (18 A) e a esfera de solvente (20 A). (B) Complexo
solvatado, com esfera de simulacéo (18 A) e esfera de solvente (20 A).

(A) (B)

Por meio do Qprep selecionou-se uma esfera de simulagdo com raio de 18 A,
com seu centro de massa na regido central do ligante complexado, dessa forma o sitio
de ligagéo, os ions cobre presentes na enzima e a molécula ligante, ficaram dentro da

esfera de simulacao, ou seja, da regido de interesse. O mesmo centro de massa e o
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mesmo raio da esfera de simulacdo foram usados para a simulacdo no segundo
estado, em que é simulado somente o ligante livre no solvente.

O proximo passo foi a inser¢do do solvente no sistema, as moléculas de
solvente foram adicionadas de forma explicita em uma regido esférica com raio de 20
A a partir do mesmo centro de massa usado para a esfera de simulagdo. Dessa forma,
as moléculas de solvente sdo adicionadas 2 A além da esfera de simulacéo, a fim de
manter a segmentacédo do sistema durante a etapa de equilibrio e também na fase de
producdo da DM. O parametro solvent_pack, foi fixado em 2,3 A, que representa a
distancia minima entre as moléculas do soluto e as moléculas de agua que o cercam,
durante a solvatacdo do sistema.

Outra etapa essencial da DM é a minimizacdo de energia. Trata-se de uma
técnica que objetiva alcancar um conjunto de coordenadas que minimizam a energia
potencial do sistema, chegando a um minimo de energia local, dessa forma,
diminuindo as possibilidades de colisdes entre os atomos e equilibrando o sistema
(NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Na sequéncia, o sistema pode ser aquecido
de forma gradual, até se alcancar a temperatura desejada, atribuindo a velocidade
inicial de todas as particulas (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Os sistemas aqui
estudados foram minimizados inicialmente com uma restricdo 100 kcal-mol-A=2 nos
atomos do soluto, dessa forma, o solvente do sistema ficou mais livre para se adequar
ao redor do soluto chegando a um minimo de energia local. Simultaneamente, os
sistemas foram gradualmente sendo aquecidos até alcancarem a temperatura de 310
K, a medida que os sistemas eram equilibrados diminuia-se a forca das restricées
deixando o sistema o mais livre possivel para a etapa de producdes da DM.

Essa etapa inicial de uma simulacdo de DM é denominada de etapa de
equilibracéo, ela pode variar dependendo do sistema em estudo, e termina quando se
chega a um equilibrio termodinamico do sistema. Entdo se pode iniciar a producéo
das trajetorias, que ajudam a calcular diversas propriedades do sistema. As producdes
das trajetorias dos sistemas desse trabalho foram calculadas durante 10 ns contendo

20 000 frames no total.

4.4. Energia Livre de Ligacdo: Método LIE
Os valores de ELL experimentais para os inibidores, foram calculados a partir
do seu Ki, ja para o substrato L-Tirosina foi calculada a partir do seu Kd, para o

substrato L-Dopa néo se conseguiu dados experimentais até o momento. Por fim, as
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estimativas de ELL experimental foram relacionadas ao Ki e calculadas através da
Equacaol?2.

1 (12)
AGexp = —RTIn (E)

Para se obter estimativa de ELL tedricas, aplicou-se o método LIE. A escolha
dos intervalos das simulaces da DM utilizadas para o calculo teorico, foi baseada nos
graficos de RMSD gerados na DM e a partir das andlises feitas sobre cada estimativa
de valor médio gerado nos pontos da simulagcdo, médias essas de Van Der Waals e
eletrostaticas. Os parametros empiricos a e 3, foram determinados por meio de uma
regressdo multipla calculada através do software GNUPLOT 5.0, essa regressao
multipla relacionou os valores obtidos das estimativas médias de energias de Van Der
Walls, eletrostaticas na DM e os valores de energias experimentais calculados, a
ponto de comparacdo também usou-se valores de parametros a e [ extraidos
diretamente da literatura (HANSSON; MARELIUS; AQVIST, 1998).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No planejamento teorico de farmacos e na Quimica medicinal, o conhecimento
completo da estrutura molecular € essencial, estas areas de estudo buscam investigar
0s comportamentos moleculares e atividade biolégica dos farmacos, determinando os
parametros que relacionam estrutura e atividade, aplicando estes fundamentos no
planejamento dos farmacos (COHEN et al., 1990). Parametros como modo de ligacao,
tipos de interagcBes e energia livre de ligacdo de uma molécula em seu alvo e entre

outros, sao essenciais para o planejamento de compostos bioativos.

5.1. Docagem Molecular

Através da metodologia de redocagem aplicada nos sistemas cristalograficos
em estudo nesse trabalho (5138, 4P6R, 4P6S) foi possivel obter a sobreposicdo das
estruturas, assim como, informacdes sobre as principais interacées que ocorrem entre
as moléculas ligantes e os residuos que influenciam na atividade ou inibicdo da
enzima TYR. Como critério de avaliacdo para eleger as melhores conformacdes dos
ligantes no sitio da enzima, foram usados os valores de pontuacdo MolDock Score e
os valores de RMSD, ambos extraidos apds o célculo de redocagem realizado no
programa MVD.

Os valores de pontuagéo MolDock Score para a melhor conformagao obtida na

redocagem de cada sistema estéo ilustradas na Tabela 3.

Tabela 3. Valor da pontuacéo dos ligantes e RMSD obtidas pela redocagem

MolDock Score

Molécula Ligante (Keal/mol) RMSD (A)
L-Tirosina -89,77 0,22
L-Dopa -90,25 0,29
Acido Kajico -69,26 0,31

O MolDock Score é uma fungéo de aproximacgao da energia de interacao entre
a molécula ligante e o seu receptor, ou seja, o valor mais negativo teoricamente € o
que satisfaz 0 melhor modo de ligacao, por isso, selecionou-se as conformacdes de

menor valor MolDock Score para cada sistema. A pontuacdo das moléculas se mostra



52

coerente no sentido de que os substratos apresentaram um valor menor do que o
inibidor AK, ou seja, possuem uma afinidade maior pelo sitio ativo da TYR.

A redocagem realizada nos sistemas com os substratos da enzima TYR (L-
Tirosina e L-Dopa) e AK, alcancaram a sobreposi¢cao das estruturas do cristal como
mostrado nos valores de RMSD proximos de zero na Tabela 3. No sistema possuindo
0 substrato L-tirosina o grupo carbonila desse ligante interage por ligacdo de
hidrogénio com o residuo Arg209 com uma distancia de 2,8 A, o grupamento hidroxila
presente no anel da L-tirosina é direcionado para o Cu?*A e o anel da L-tirosina é
orientado por interagdes hidrofébicas -1 com o anel do residuo His208 (Figura 15),
essas interacdes obtidas estdo coerentes com a literatura (CLAUS; DECKER, 2006;
DEETH; DIEDRICH, 2010; GOLDFEDER et al., 2014).

Para os calculos com L-Dopa, estudos anteriores propuseram que esse difenol,
é orientado em direcdo ao Cu?B (MUNOZ-MUNOZ et al., 2012; RAMSDEN; RILEY,
2014), dessa forma, correlacionando cada atividade da enzima com um ion diferente.
No entanto, a redocagem aqui realizada obtive concordancia com a cristalografia de
(GOLDFEDER et al., 2014), contradizendo os estudos anteriores (MUNOZ-MUNOZ et
al., 2012; RAMSDEN; RILEY, 2014) . Observou-se nos resultados obtidos, que o
difenol esta direcionado para o fon Cu?*A auxiliado pela interacdo com o residuo

His208 em uma orientagcdo parecida com o substrato L-tirosina (Figura 15).

Figura 15. (A) Modo de ligagéo da L-Tirosina no sitio ativo da TYR. (B) Modo de liga¢éo L-Dopa no
sitio ativo da TYR. Ambos obtidos por redocagem molecular. Para melhor visualizagdo os hidrogénios

(A) (B)

O sistema com AK no sitio ativo da TYR, se mostrou estabilizado por interacdes

-1 com 0 anel do residuo His208 similarmente como visto nos substratos aqui
apresentados, concordando com os estudos (DERI et al., 2016; GOLDFEDER et al.,
2014). O grupamento hidroxila do anel de AK ficou orientado em diregcdo ao ion Cu?*A
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com uma distancia de 3,58 A, enquanto o grupo carbonila do anel do AK ficou a uma
distancia de 5,8 A do mesmo ion, essas distancias concordam com estudos
antecedentes (LIMA et al., 2014), porém contrariam outros trabalhos (NOH et al.,
2009; SENDOVSKI et al., 2011). Ainda se observou uma ligagéo de hidrogénio entre
o grupo hidroxila do AK e o residuo His60 com uma distancia de 2,26 A. O modo de

ligacdo do AK no sitio ativo da TYR pode ser visto na Figura 16.

Figura 16. Modo de ligacao de AK no sitio ativo, obtidos por redocagem molecular. Para melhor
visualizacdo os hidrogénios foram omitidos na imagem.

Figura 17. (A) Sobreposicdo entre AK e L-tirosina. (B) Sobreposicéo entre AK e L-Dopa. Para melhor
visualizacdo os hidrogénios foram omitidos na imagem.

AK

AK

L-tirosina

(A) (B)

Além disso, ainda € possivel visualizar as sobreposicfes entre as moléculas
ligantes, dessa forma, se pode comparar a orientacdo e o modo de ligacdo de cada
uma delas dentro do sitio ativo da enzima TYR, como mostrado na Figura 17. A L-
Tirosina, L-Dopa e AK apresentam um modo de ligacdo parecido quando estédo
orientados dentro do sitio ativo da enzima TYR. Como os resultados obtidos na
redocagem realizada aqui validaram o modo de ligag&do das estruturas cristalogréficas
e se mostram coerentes com resultados experimentais, usou-se a estrutura de cédigo
do PDB: 5138, a qual apresenta em seu sitio ativo a molécula de AK ancorada, para a
realizacdo da docagem molecular das outras moléculas ligantes propostas como

inibidoras de TYR nesse trabalho.
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A docagem para o restante das moléculas apresentaram modo de ligacdo e
pontuacdo mais aproximados ao inibidor AK do que para os substratos, os valores de
pontuacgao estao mostrados na Tabela 4. Percebeu-se que a intera¢ao -1 com o anel
do residuo His208 (presente no sitio ativo da TYR), que ocorre com AK (e também
nos substratos), € conservada no modo de ligacdo de todos os inibidores aqui
estudados, de acordo com os resultados obtidos na docagem dos mesmos. Percebeu-
se também ligacdes de hidrogénio das moléculas ligantes com residuos importantes
do sitio ativo da TYR, como entre a hidroxila da Tropolona e o nitrogénio do anel do
residuo His60 (Figura 18) e também a hidroxila do MOL4 com o mesmo residuo
(His60) (Figura 18). Essas interacdes também séo percebidas quando o AK esta
ancorado no sitio ativo.

Figura 18. (A) Modo de ligagéo da Tropolona. (B) Modo de ligacdo de MOL4. Obtidos por docagem
molecular. Para melhor visualizag&o os hidrogénios foram omitidos na imagem.

N Tropolona His208
2.12A

Cu*B

(A) (B)

Tabela 4. Pontuacdo MolDock Score obtidas por docagem molecular

Moléculas MolDock Score

Ligantes (Kcal/mol)

Tropolona -70,43
MOL1 -71,69
MOL2 -68,43
MOL3 -58,60
MOL4 -72,49

MOLS5 -67,37
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Em vista disso, com a andlise destes calculos se declarou que o recurso de
docagem molecular utilizado aqui se mostrou valido, permitindo estender o estudo
desses sistemas para outras analises e metodologias da Quimica tedrica.
Posteriormente ao estudo de docagem, foram realizadas simulagdes de DM, a fim de
analisar o comportamento desses sistemas e observar a nivel molecular as
contribuicdes de cada interacdo com o sitio ativo e a sua relacdo com as atividades

enziméaticas da TYR.

5.2.Andlise das Simulagdes por Dindmica Molecular

As simulacbes de DM, que sao fundamentadas na mecéanica molecular
possibilitaram gerar varias conformacdes ao longo do tempo de 10 ns (20 mil frames),
para cada sistema estudado até aqui neste trabalho. Para analisar essas
conformacdes durante esse intervalo de tempo, gerou-se o grafico de RMSD, fazendo
comparacdes entre 0s desvios dos ligantes quando estdo presentes no sitio da enzima
TYR e os desvios dos residuos da enzima TYR quando recebe os ligantes em seu
sitio ativo. O grafico de RMSD ilustra as movimenta¢des das estruturas ao longo da
trajetoria, delineando desvios na conformacédo do sistema e fazendo a média dos
mesmos.

A Figura 19 mostra o grafico RMSD para as estruturas dos ligantes quando
estdo complexados ao sitio da enzima TYR, ja a Figura 20 expde os desvios na

conformacao da enzima TYR ao receber os ligantes no seu sitio ativo.
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Figura 19. Grafico de RMSD para a estrutura dos ligantes complexadas no sitio ativo da TYR.
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Figura 20. Grafico de RMSD para a estrutura da TYR ao receber os ligantes em seu sitio ativo.
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Na Figura 19, observa-se no grafico que as estruturas dos ligantes tendem a
ser estabilizadas a partir da segunda metade da simulacdo, mantendo a escala do
valor de RMSD abaixo de 2 A, depois dos primeiros 10000 frames. Da mesma forma,
o grafico de RMSD da Figura 20 referente a estrutura da TYR, se apresenta mais

estavel a contar do frame de numero 5000. Assim sendo, se deu preferéncia aos
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intervalos de estabilidade de cada sistema analisado, para se extrair as medias a fim
de calcular a ELL.

Em outra analise, percebeu-se que durante a simulacdo de DM o inibidor AK,
Tropolona, MOL1 e MOL4 tendem a conservar algumas interagdes em comum com
0s substratos (L-Tirosina e L-Dopa), por exemplo, a interagdo -1 com o anel do
residuo His208 e o grupamento polar desses inibidores orientados em direcdo ao ion
Cu?*A, o que reforca ainda mais a afinidade dessas moléculas pelo sitio ativo da
enzima TYR e as suas potenciais acdes inibitorias.

Particularmente, a trajetoria de simulacdo do MOL4 comparado aos outros
ligantes, apresenta desvios mais consideraveis no inicio da simulacdo, com RMSD
um pouco a cima de 2 A, porém segundo analise do gréafico a estrutura tende a se
estabilizar no decorrer da trajetdria, essa movimentacéao inicial do MOL4 relatada no
grafico de RMSD se da pela aproximacgéo da carbonila do ligante em direcdo ao ion
cobre (Cu?*A) presente no sitio de ligacéo.

Um fendmeno que também foi observado durante as simulagdes de DM é o
afastamento do residuo de His69 em relacédo ao Cu?*A, ocorrendo na simulagéo com
alguns inibidores, como AK, MOL2 e MOL3, onde o afastamento acontece durante a
fase de producdao, ja para os inibidores MOL4 e MOLS5 esse afastamento da histidina
ocorre desde a fase de equilibrio do sistema, para os demais inibidores ndo se
observou esse fendmeno. Essas observagfes estdo em concordancia com a
literatura, onde um estudo publicado relata sobre a possivel variacdo da distancia que
pode ocorrer entre as histidinas e os ions de cobre, quando um inibidor presente no
sitio de ligacdo da enzima faz quelacdo com esses ions (LIMA et al., 2014).

Na Figura 21 é possivel observar o primeiro e o ultimo frame de simulacao para
o sistema com MOL3, no qual se observou que a distancia inicial entre His69 e o
Cu?*A é de 2,14 A e no final da simulacéo a distancia é de 4,97 A. No entanto, esse
afastamento parece né&o influenciar quebras de interacbes entre a enzima e 0s
inibidores presentes no sitio ativo da mesma. No geral para os outros inibidores onde
esse afastamento é observado, a distancia entre a His69 e o Cu?*A varia em média
entre 2,28 A e 5,26 A.
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Figura 21. Afastamento da His69 em relacdo ao Cu?*A durante a simulacédo de DM. Para melhor
visualizag&o os hidrogénios foram omitidos na imagem.
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5.3.Calculo de Energia Livre de Ligacdo: método LIE

A ELL é uma caracteristica primordial para elucidar novos candidatos com
potencial de se tornarem farmacos, ou seja, da molécula se ligar ao receptor alvo e
inibir sua atividade (MOBLEY; DILL, 2010), a ELL é capaz de descrever se a reacao,
ligacdo, e/ou interacdes entre a molécula ligante e seu receptor alvo, serdo favoraveis
de acontecer no sistema real. Dessa forma, através do método LIE a estimativa de
ELL dos sistemas foi calculada e sdo mostradas na Tabela 5, comparando-as com as
devidas ELL experimentais.

Os parametros empiricos a e 3, usados diretamente no calculo do LIE, foram
obtidos de duas formas para servirem como ponto de comparacao e assim perceber
quais parametros representam melhor o sistema com a metal-proteina TYR.
Primeiramente, os parametros foram coletados diretamente da literatura (a= 0.181 e
B= 0.5, 0.43, 0.37 e 0.33) (HANSSON; MARELIUS; AQVIST, 1998) e também foram
gerados valores (a= 0.117 e 3 = 0.378) através de uma regressdo multipla calculada
através do software GNUPLOT 5.0, essa regressao relaciona as meédias de Van der

Waals, eletrostéaticas e energias experimentais.
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Tabela 5. Valores de ELL para LIE e seus valores experimentais de energia, valores em Kcal.mol?

AGLE

Ligantes E wvaw) E weter) a=0,181 aA=cg.I1I1E7 AGexp
50733'2' 055  B=037
L-Dopa -21,77 -26,97 -12,84 ---
L-Tirosina -14,62 -19,38 -9,04 -9,03 -9,93
Tropolona -12,43 -18,17 -8,97 -8,32 -8,65
Acido Kajico -10,88 -15,58 7,11 -7,16 7,74
MOL1 -10,75 -9,85 -5,19 -4,99 -6,21
MOL2 -8,40 -13,44 -5,95 -6,06 -6,07
MOL3 -9,81 -11,2 -5,89 -5,35 -5,95
MOL4 -11,03 -12,21 -6,02 -5,90 -5,44
MOL5 -12,9 -8,01 -5,80 -4,55 -4,86

Segundo os resultados obtidos pelos célculos no método LIE, observa-se que
o complexo TYR-MOL2 teve uma ELL tedrica calculada pelo LIE de -5,95 e -6,06
Kcal.mol, usando a e B obtidos pela literatura e também obtidos pela regressado
multipla, respectivamente, na melhor comparacdo conseguindo uma diferenca de
apenas 0,01 Kcal.mol* do seu respectivo valor calculado experimentalmente que foi
de -6,07 Kcal.molt. Além do mais, o substrato natural L-Tirosina apresentou uma
diferenca entre o valor teérico do LIE e o valor experimental de 0,89 Kcal.mol?, na sua
melhor comparacao.

Vale ressaltar também que os resultados obtidos para os dois inibidores ja
conhecidos da TYR, Tropolona e AK, estdo de acordo com o0s resultados
experimentais, com diferencas entre LIE e experimental de 0,32 e 0,58 Kcal.mol?,

respectivamente, para os melhores resultados de cada inibidor.
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Figura 22. Grafico de regressao linear entre valores de AGexp vs AGLe. Para os valores a e 3
coletados da literatura (HANSSON; MARELIUS; AQVIST, 1998).
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Figura 23. Grafico de regressao linear entre valores de AGexp vs AGLe. Para os valores a e 3
gerados através de uma correlagéo linear.
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Em uma regressao linear entre ELL Experimentais vs. ELL Teoricas, calculadas
aqui neste trabalho (Figura 22 e 23), obteve-se um coeficiente de determinacéo (R?)
de 0,8408 e 0,9125, respectivamente, onde pode-se declarar que os valores de LIE
apresentados aqui representam aproximadamente em 85% os valores experimentais,
na primeira regressao linear analisada, ja para a segunda regressao linear, o LIE
conseguiu representar em 91% os valores experimentais, mostrando que o0s

respectivos valores de a= 0,117 e B= 0,378 descrevem melhor os sistemas com a
metal-proteina TYR.
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Para uma analise mais detalhada dos inibidores que melhor performaram nos
resultados tedricos, Tropolona, AK, MOL2 e MOL3, se analisou as estimativas medias
de energias de Van der Waals e eletrostaticas para cada residuo da enzima TYR em
relacdo a molécula ligante. Essas estimativas podem ser observadas na Figura 24,
Figura 25, Figura 26 e Figura 27, destacando as regides de residuos que fazem parte
do sitio ativo da enzima TYR.

Figura 24. Estimativas de energia de Van der Waals e eletrostatica por residuo da enzima TYR, para
0 sistema com Tropolona.
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Figura 25. Estimativas de energia de Van der Waals e eletrostatica por residuo da enzima TYR, para
o0 sistema com AK.
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Figura 26. Estimativas de energia de Van der Waals e eletrostatica por residuo da enzima TYR, para
o sistema com MOL2.
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Figura 27. Estimativas de energia de Van der Waals e eletrostatica por residuo da enzima TYR, para
o sistema com MOLS3.
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Segundo a analise exposta nos graficos da Figura 24, Figura 25, Figura 26 e
Figura 27, a média das energias de Van der Waals e eletrostéatica de todos os quatro
inibidores com o0s residuos da enzima individualmente, mostraram que as
contribuicbes energéticas mais expressivas ocorrem nas regiées com residuos
importantes para o sitio de ligacdo da TYR, por exemplo observa-se interacées diretas
com a His42, His60 e His69, para os sistemas com Tropolona, AK e MOL3, destaca-
se que esses residuos fazem quelacdo com o (Cu?*A) no sitio ativo da TYR. Do
mesmo modo, observa-se interacdes diretas com os residuos His204 e His208, nos
sistemas com o0s quatro inibidores, vale ressaltar que os residuos His 204 e His208
fazem a quelacédo do ion (Cu?*B) no sitio ativo, juntamente com o residuo His 231.

Particularmente para o sistema com a Tropolona, € possivel observar que as
contribuicdes energéticas ocorrem para 0s seis residuos de His responséaveis pela
guelacao dos ions cobre no sitio de ligacdo da TYR, além de alguns residuos préximos
ao sitio de ligacdo, como a Val218. Ressalta-se que a Tropolona € o inibidor que
apresenta a maior atividade dentre os inibidores destacados aqui.

Portanto, essas interacfes diretas das moléculas ligantes com os residuos
presentes no sitio de ligacdo da enzima TYR, reforcam a afinidade desses inibidores

pelo sitio desta enzima, assim como o seu potencial poder de inibigdo.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho se fundamentou nas metodologias da modelagem molecular,
estudos de pardmetros Fisico-Quimicos e na Quimica Teorica, para investigar a acdo
de inibidores da enzima TYR. Enzima chave no processo de melanogénese em
diversos organismos vivos, que também esta relacionada a problemas de saude de
ordem cutanea (SAGHAIE et al., 2013).

Primeiramente, as metodologias que foram aplicadas aqui, Docagem
Molecular, simulagdo por DM e LIE, se mostraram competentes no sentido de
atingirem os objetivos do trabalho e também possibilitando a analise molecular dos
sistemas aqui investigados. Especificamente a aplicacdo da Docagem Molecular
conseguiu mostrar consonancia com o0s resultados experimentais, apresentando
valores de RMSD (0.22, 0.29 e 0.31 A) proximos a zero para a redocagem nos trés
PDB’s. A Docagem também mostrou interacfes dos ligantes em estudo com os
residuos do sitio de ligacdo da TYR, com distancias proximas as cristalogréficas.

As simula¢gbes de DM com os complexos resultantes da docagem, mostraram
o comportamento da enzima com diferentes moléculas ligantes, dessa forma, foi
exposto a nivel molecular as interacdes e a forma como esses inibidores agem quando
complexados com a enzima TYR. Além disso, foi possivel analisar a estabilidade
desses complexos através de analise de graficos de RMSD, que permitiu observar os
desvios dos complexos ao longo do tempo de DM. Ainda, percebeu-se que o modelo
dummy atom usado nesse trabalho para a simulagdes de DM, conseguiu descrever
as propriedades dos ions cobre presente na estrutura da TYR.

Da mesma maneira, os resultados obtidos pelo método LIE se mostraram
bastante expressivos e estdo de acordo com a area experimental. Dessa forma, 0s
resultados alcancados nesse trabalho contribuem de maneira significativa para a
ciéncia a cerca a inibicdo da enzima TYR, assim como, também colaboram no estudo
de novas moléculas com provavel potencial de inibicdo da mesma. Sendo assim,
ajudando no combate aos males provenientes de irregularidades no ciclo de producao

de melanina nos organismos.
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