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RESUMO

As tirosinases (TYR) catalisam a oxidacdo de fendis e catecois, desempenhando um papel
essencial na melanogénese, que regula a producédo de melanina e protege contra a radiacdo UV.
No entanto, distdrbios relacionados a pigmentacao impulsionam a busca por inibidores eficazes
da TYR. Compostos como hidroquinona, arbutina e acido kojico possuem limitac@es, tornando
necessaria a investigacdo de novos inibidores. Neste estudo, compostos baseados em
arilpiperidina e arilpiperazina demonstraram potente atividade inibitéria contra a TYR. A
analise computacional incluiu docking molecular, simulagdes de dindmica molecular (DM) e
calculos de energia livre de ligacdo pelo método Linear Interaction Energy (LIE), revelando
forte correlacdo com dados experimentais. Para aprimorar o entendimento das relacdes
estrutura-atividade (SAR), transformacdes de Perturbacdo da Energia Livre (FEP) foram
realizadas para pares de ligantes selecionados. Além disso, calculos de Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) foram aplicados aos inibidores L04 e L19, permitindo a determinagdo de
descritores eletronicos e orbitais moleculares de fronteira. Os inibidores interagem coma TYR
principalmente por meio de interacGes eletrostaticas com o ion cobre e forgas de van der Waals
com residuos criticos como Phel97, Pro201, Val218, Asn205 e Arg209. Esses achados sdo
promissores para aplicacdes cosméticas e terapéuticas, possibilitando o desenvolvimento de
clareadores de pele para tratar melasma e manchas solares, além de potenciais tratamentos para
doencas associadas a hiperpigmentacdo e melanomas. O desenvolvimento de inibidores mais
seletivos e com menor toxicidade pode ampliar o uso clinico e cosmético desses compostos,

oferecendo alternativas mais seguras e eficazes para a modulacdo da producédo de melanina.

Palavras-chave: Quimica Computacional, Inibi¢cdo Enzimética, Modelagem Molecular.



ABSTRACT

Tyrosinases (TYR) catalyze the oxidation of phenols and catechols, playing a crucial role in
melanogenesis, which regulates melanin production and provides protection against UV
radiation. However, pigmentation-related disorders drive the search for effective TYR
inhibitors. Compounds such as hydroquinone, arbutin, and kojic acid have limitations,
highlighting the need for new inhibitors. In this study, arylpiperidine- and arylpiperazine-based
compounds demonstrated potent inhibitory activity against TYR. Computational analysis
included molecular docking, molecular dynamics (MD) simulations, and binding free energy
calculations using the Linear Interaction Energy (LIE) method, revealing a strong correlation
with experimental affinity data. To enhance the understanding of structure-activity relationships
(SAR), Free Energy Perturbation (FEP) transformations were performed for selected ligand
pairs. Additionally, Density Functional Theory (DFT) calculations were applied to inhibitors
LO4 and L19, enabling the determination of electronic descriptors and frontier molecular
orbitals. The inhibitors interact with TYR mainly through electrostatic interactions with the
copper ion and van der Waals forces with critical residues such as Phe197, Pro201, Val218,
Asn205, and Arg209. These findings are promising for both cosmetic and therapeutic
applications, enabling the development of skin-lightening agents to treat melasma and sunspots,
as well as potential treatments for hyperpigmentation-related diseases and melanomas. The
development of more selective inhibitors with lower toxicity may expand the clinical and
cosmetic use of these compounds, offering safer and more effective alternatives for melanin

production modulation.

Keywords: Computational Chemistry, Enzymatic Inhibition, Molecular Modeling.
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1. INTRODUCAO

A melanina desempenha uma funcdo crucial em diversos organismos, exercendo papéis
significativos como fotoprotecgéo, termorregulacéo e cicatrizacdo de feridas. Em seres humanos,
esse pigmento € responsavel pela determinagdo da cor da pele, dos olhos e do cabelo (Saghaie;
Pourfarzam; Fassihi, 2013). Dentro deste contexto bioldgico, os pigmentos de melanina
desempenham um papel essencial, atuando como um eficaz mecanismo de defesa contra os
danos causados pela radiacdo UV e contra os perigosos ataques dos radicais livres, assim
protegendo o sistema tegumentar de potenciais danos (D’ mello et al., 2016).

A despigmentacdo pode acarretar consequéncias Vvisiveis e preocupantes na salde da
pele, enquanto o excesso de producdo e acimulo de melanina estdo associados a varias doencas
cuténeas, como a neurodegeneracdo relacionada a doenca de Parkinson (Carballo-Carbajal et
al., 2019) e um maior risco de cancer de pele (Kamo et al., 2022). De fato, é amplamente
reconhecido que as condicdes relacionadas a melanina podem originar uma variedade de
doencas cutaneas, incluindo hiperpigmentacdo, formacdo de lesdes e o desenvolvimento de
melasma (Brenner; Hearing, 2007; Bino; Duval; Bernerd, 2018).

A Tirosinase desempenha um papel crucial no processo de melanogénese em mamiferos
(Sanchez-Ferrer et al., 1995). Portanto, a inibicdo da TYR emerge como uma estratégia chave
para regular a producdo de melanina (Pillaiyar; Manickam; Namasivayam, 2017), despertando
um grande interesse no desenvolvimento de tratamentos para condi¢fes dermatolégicas e
avancos em intervengdes dermocosmeticas. Tirosinases (TYR, EC 1.14.18.1) sdo
metaloenzimas amplamente encontradas em varias formas de vida, incluindo mamiferos,
fungos, bactérias e plantas. Essas TYRs possuem sitios ativos binucleares proeminentes,
caracterizados pela coordenagdo meticulosa de dois ions de cobre por seis residuos de histidina
(Solano, 2018). Sua principal funcdo catalitica € oxidar fendis e catecdis, resultando na
formagéo de catecois e ortoquinonas, respectivamente (FIGURA 1) (Sanchez-Ferrer et al.,
1995).
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Figura 1- Esquema geral do mecanismo catalitico do TYR.
R R R

TYR TYR

o
T—

Y

hidroxilagéo HO oxidagdo 0F
OH OH (
Fonte: Adaptado de Fan et al., 2021

O é&cido kojico (AK) tem sido utilizado como um padrdo de referéncia para avaliar a
inibicdo da Tirosinase (Cabanes; Chazarra; Garcia-Carmona, 1994; Burdock; Soni; Carabin,
2001). No entanto, demonstrou efeitos adversos devido ao seu potencial sensibilizante e
toxicidade pronunciada (Chen et al., 2015; Hashemi; Emami, 2015). Essas limitacOes
guestionam sua adequacao para aplicacdo em cosméticos e produtos farmacéuticos. Assim, ha
uma urgéncia destacada na pesquisa para desenvolver novos inibidores de TYR. Nesse
contexto, Ferro et al. (2018) sintetizaram com sucesso uma nova classe de inibidores de TYR
contendo componentes de arilpiperidina e arilpiperazina, demonstrando sua eficacia em
concentracdes micromolares.

Significativamente, esses inibidores demonstraram uma poténcia superior em
comparagdo com o composto de referéncia, o &cido kdjico. Uma variedade desses inibidores,
como a hidroquinona, arbutina e KA, atualmente sdo utilizados como agentes de
despigmentacdo (Zolghadri et al., 2019; Chang, 2009). Essas caracteristicas destacam a
importancia de investigar compostos que suprimam a sintese de melanina, contribuindo para o
desenvolvimento de agentes clareadores e despigmentantes da pele, uma éarea de interesse
consideravel na inddstria cosmética (Pillaiyar; Manickam; Namasivayam, 2017).

Neste estudo, apresentamos uma analise computacional abrangente dos inibidores de
TYR que foram sintetizados e avaliados por Ferro et al. (2018). Esta analise envolveu a
aplicacdo de técnicas de docking molecular, simula¢6es de dindmica molecular (MD) e célculos
de energia livre de ligacdo (SABE et al., 2021). Nosso trabalho investigativo esclarece o
mecanismo de inibicdo da TYR, fornecendo insights estruturais e energéticos que corroboram
com as descobertas experimentais. E relevante destacar que todas as metodologias
computacionais utilizadas neste estudo foram submetidas a uma validacédo rigorosa por parte de
nosso grupo de pesquisa (BRASIL et al., 2017; MARTINS et al., 2022).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar, por meio de métodos computacionais, o potencial dos inibidores derivados de
arilpiperidina e arilpiperazina na inibicao da tirosinase, visando compreender seus mecanismos
de acdo e explorar suas aplicacdes em modulagéo da producgdo de melanina para uso cosmético
e terapéutico.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a estabilidade dos inibidores de arilpiperidina e arilpiperazina no sitio ativo da
tirosinase utilizando simulagdes de dindmica molecular.

e Identificar e caracterizar as principais interacdes moleculares, como liga¢6es de van der
Waals e outras forcas intermoleculares, entre os inibidores e a tirosinase.

e Estimar as energias livres de ligacdo dos inibidores ao sitio ativo da tirosinase por meio
do método Linear Interaction Energy (LIE), bem como transformacdes de Perturbacéo
da Energia Livre (FEP) e correlaciona-las com dados experimentais.

e Determinar descritores eletronicos e orbitais moleculares de fronteira dos inibidores
mais promissores utilizando célculos de Teoria do Funcional da Densidade (DFT),

auxiliando na compreenséo de suas propriedades eletronicas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Tyrosinase

As tirosinases foram isoladas e purificadas de diversas fontes, como plantas, animais e
microrganismos (Zolghadri et al., 2019). Embora muitas tenham sido sequenciadas, apenas
algumas foram completamente caracterizadas, conforme destacado por Zaidi et al., (2014). Em
2011, Ismaya et al., ilustrou a estrutura cristalina da enzima tirosinase do cogumelo Agaricus
bisporus (MTYR) com base em métodos moleculares e bioquimicos.

A tirosinase proveniente do cogumelo Agaricus bisporus destaca-se como uma enzima
relevante e economicamente viavel, além de apresentar consideravel similaridade e homologia
em relagédo a tirosinase humana (Strzepek-Gomotka et al., 2021). Sua alta identidade com as
tirosinases de mamiferos a torna um modelo apropriado para estudos de melanogénese.
Notavelmente, a maioria dos estudos de inibi¢do da tirosinase até 0 momento tem empregado a
tirosinase do cogumelo, dada a disponibilidade comercial desta enzima (Chang, 2009).

A expressao anormal da tirosinase pode resultar no acimulo excessivo de melanina,
associado a varios disturbios de pigmentacdo da pele, como sardas, manchas senis, melasma e
até tumores malignos de melanoma (Chung et al., 2018). Portanto, a regulacdo da sintese de
melanina por meio da inibicdo da enzima tirosinase é uma area de grande interesse para
pesquisadores, especialmente no contexto da prevencdo da hiperpigmentacdo (Pillaiyar;
Manickam; Namasivayam, 2017).

A enzima tirosinase, essencial na formacdo da melanina, é transferida do aparelho de
Golgi para o citosol por meio do transporte vesicular. Isso ativa o processo de sintese de
melanina (Skoczynska et al., 2017). Na etapa inicial, os melanossomas ou pré-melanossomas
assumem uma matriz proteica, na qual a melanina (principalmente eumelanina) é depositada, a
formagdo desses melanossomas resulta das interacbes entre estruturas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), vesiculas e canais da Rede trans-Golgi (TGN) (Slominski et al.,
2004). As enzimas cruciais para a melanogénese sdo transportadas por vesiculas aos
melanossomas, originando-se do reticulo endoplasmatico e do aparelho de Golgi (Cichorek et
al., 2013).

A tirosinase, tambeém conhecida como L-DOPA oxidoredutase, catecolase,
difenoloxidase ou polifenoloxidase (EC 1.14.18.1), é uma glicoproteina multifuncional
vinculada a membrana melanossomal (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Esta enzima faz parte do

grupo de enzimas cobre tipo Ill, o qual inclui catecol oxidases (CO) e aurona sintase (AUS),
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todas resumidas sob o termo genérico polifenoloxidases (PPOs) (Mayer, 2006). Os residuos de
histidina na porcéo catalitica interna da tirosinase formam complexos com ions de cobre,
essenciais para a sua atividade (Hearing; Jiménez, 1987).

O sitio ativo da tirosinase apresenta trés estados distintos: metatirosinase (cobre 11 — OH
— cobre I1) desoxitirosinase (cobre | — cobre I) e oxitirosinase (cobre Il — Oz — cobre Il). Esses
estados diferem entre si pelo grau de oxidagdo do cobre, conforme descrito por Solomon et al.,
(2014). A forma desoxi é constituida por dois ions Cobre (I) com uma configuracao eletronica
3d%°, apresentando uma coordenacio do cobre | tdo independente quanto a do cobre metélico,
sem ligante em ponte (Beltramini et al., 1990). Por outro lado, a forma oxi inclui dois ions cobre
I com uma configuracio eletronica 3d°, cada um acompanhado por dois residuos de histidina
equatoriais fortes e um axial mais fraco (Cramer et al., 2006). Ja a forma met contém também
dois ions Cobre (11), sendo que o ligante em ponte € um ligante aqua (hidroxo) diferente do
peroxido (Espin; Wichers, 1999).

Figura 2 - Os trés diferentes estados de oxida¢do de um centro de cobre tipo 111 podem ser adequados durante a
catalise e distancias usuais de cobre-cobre.
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Fonte: Adaptado de Pretzler e Rompel (2018)

Na formacdo da pigmentacdo, especificamente no sitio ativo, dois ions de cobre
interagem com o dioxigénio, gerando um intermediario quimico altamente reativo (Wakamatsu;
Zippin; Ito, 2021). Esse intermediario participa diretamente da hidroxilagdo de monofendis,
como a L-tirosina, transformando-os em difendis, como a L-dopa, por meio da atividade de
monofenolase ou cresolase. Adicionalmente, esta envolvido na oxidacéo de o-difendis para o-
quinonas, através da atividade de difenolase ou catecolase, marcando o inicio da melanogénese
(FIGURA 3) (Decker; Tuczek, 2000; Chang, 2009).
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Figura 3 - Atividades enzimaticas de tirosinases e enzimas de cobre relacionadas.
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Fonte: Adaptado de Claus e Decker (2006)

As o0-quinonas, altamente reativas, passam por diversas reacfes espontaneas e nao
enzimaticas, incluindo a formacdo de melanina, conforme observado por Mason e Wright em
1949. A enzima tirosinase apresenta a atividade da monofenolase com um periodo de laténcia,
representando o tempo necessario para acumular o-difenol no meio reacional, proporcional a
quantidade de monofenol utilizada (Zolghadri et al., 2019).

Olivares e Solano (2009) sugeriram que o estado de oxidacdo (E oxy) e substratos
apropriados em mamiferos desencadeiam tanto a atividade da monofenolase quanto a atividade
da difenolase. Durante a atividade da monofenolase, os monofenois (L-Tirosina) sdo oxidados
para formar o-quinonas (o-dopaquinona), um precursor crucial da melanina, e o estado de
desoxigenacdo (E desoxi). Na atividade da difenolase, o E oxy e o estado de redugéo (E met)
tambem podem oxidar o-difenois (L-DOPA) para produzir o-dopaquinona.

Conforme Zolghadri et al. (2019), a atividade da difenolase pode ser analisada de forma
independente quando a tirosinase interage com um o-difenol. A forma met-tirosinase (Em) se
combina com o o-difenol (D), formando o complexo (EmD). Esse complexo oxida os o-
difendis, convertendo-os em o-quinona, e a enzima assume a forma desoxitirosinase (Ed). Ed
possui uma afinidade significativa pelo oxigénio molecular, gerando a forma oxi-tirosinase
(Eox), que se associa a outra molécula de o-difenol, formando o complexo (EoxD).
Posteriormente, o o-difenol é novamente oxidado a 0-quinona, e a forma met-tirosinase (Em) é

reconstituida, completando o ciclo catalitico. Contudo, apds essas reacfes enzimaticas, duas
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moléculas de o-quinona (como a o-dopaquinona) reagem, gerando dopacromo e regenerando

uma molécula de o-difenol.

Figura 4 - Atividade difenolase da tirosinase. D é o-difenol, QH é o-dopaquinona protonada e DC é dopacromo.
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Fonte: Adaptado de Garcia-Molina et al., (2021)

As reacOes quimicas associadas a atividade da difenolase devem ocorrer
simultaneamente com a atividade da monofenolase (Zhang et al., 2021). A tirosinase apresenta
a atividade da monofenolase com um periodo de laténcia. Esse periodo refere-se ao tempo
necessario para a enzima acumular uma quantidade de o-difenol no meio reacional, sendo
proporcional a quantidade de monofenol utilizada. A Figura 5 ilustra os novos complexos
formados durante a atividade da monofenolase: oxi-tirosinase ligada ao monofenol (EoxM) e
met-tirosinase ligada aos monofendis (EmM). O EoxM é ativo e se converte em EmD, que € um

intermediario no ciclo catalitico (Garcia-Molina et al., 2021).

Figura 5 - Atividades monofenolase e difenolase da tirosinase. M é monofenol, D é o-difenol, QH é o-dopaquinona
protonada e DC é dopacromo. As formas enzimaticas sdo: metatirosinase (Em), desoxitirosinase (Ed) e
oxitirosinase (E0Xx).
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Fonte: Adaptado de Garcia-Molina et al., 2021

A tirosinase desempenha um papel crucial na producdo de neuromelanina, catalisando
0 processo de oxidacdo da dopamina (Nagatsu et al., 2023). Isso implica que a tirosinase pode
ter uma influéncia significativa na formacdo de dopaquinonas pela neuromelanina (Pillaiyar;

Manickam; Namasivayam, 2017). No entanto, a producdo excessiva de dopaquinonas esta



17

associada a ocorréncia de danos neuronais no cerebro humano, sendo responsavel pela
neurodegeneracdo relacionada ao Parkinson e a morte celular (Greggio et al., 2011).
Adicionalmente, é importante destacar que a tirosinase é a principal causa do escurecimento
indesejado de frutas e vegetais (Zolghadri et al., 2019).

O dominio citoplasmético da tirosinase, especificamente o motivo EXXQPLL (&cido
glutdmico-X-X-glutamina-prolina-leucina-leucina, onde X representa qualquer aminoacido),
direciona o trafego da tirosinase para os melanossomas (Park et al., 2009). Além disso, a
proteina quinase C-b (PKC-b) ativa a tirosinase diretamente pela fosforilagdo dos residuos de
serina nas posicdes 505 e 509 no dominio citoplasméatico desta proteina associada ao
melanossoma (Park et al., 1999).

Segundo Marles et al., (2003), a enzima tirosina hidroxilase isoenzima 1 (TH1) presente
no melandcito é responsavel por catalisar a conversdo de L-tirosina em L-dopa. Essa enzima,
por sua vez, pode fornecer o substrato e ativador preferidos para a tirosinase, que desempenha
um papel fundamental na biossintese de melanina. Além disso, é observado que a concentragao
de L-tirosina para a melanogénese estd vinculada a conversdao do aminoacido essencial L-
fenilalanina em L-tirosina pela atividade intracelular da fenilalanina hidroxilase (PAH, EC 1.14
.16.1) (Schallreuter et al., 2008).

Os inibidores da tirosinase tém uma relevancia significativa em diversos setores, sendo
utilizados como conservantes de alimentos na industria alimenticia e como agentes clareadores
da pele no &mbito da medicina e dos cosméticos (Li et al., 2021). Entretanto, o uso de inibidores
da tirosinase, como a hidroquinona, o acido kajico e a-arbutina, oriundos de fontes naturais ou
sintéticas, enfrenta desafios considerdveis devido a sua atividade inibitoria fraca e aos
potenciais riscos a seguranca (Fujimoto, 1999; Mcgregor, 2007). Portanto, a busca por

inibidores de tirosinase eficientes e seletivos é de extrema importancia.

3.1.1. Inibidores da tirosinase

Entre os diferentes tipos de compostos capazes de inibir a melanogénese, como
inativadores e inibidores especificos da tirosinase, eliminadores de dopaquinona, substratos
enzimaticos alternativos, inativadores e desnaturantes enzimaticos inespecificos, apenas 0s
inativadores e inibidores reversiveis especificos da tirosinase realmente se ligam a enzima e
realmente inibem sua atividade (Zolghadri et al., 2019)

Os inibidores sdo geralmente divididos em inibidores reversiveis e inibidores

irreversiveis com base no fato de os inibidores que interagem com as enzimas causarem
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inativacdo permanente da enzima. A inibicdo caracteristica da tirosinase € a inibigao reversivel.
Para a inibi¢do caracterizada por inibicdo reversivel, a combinagdo de inibidor e enzima é um
processo de equilibrio dinamico reversivel (Honisch et al, 2020).

De acordo com Qui et al., (2020) o aumento da concentracdo do inibidor fard com que a
atividade enzimatica diminua, mas o inibidor apenas inibe a atividade enzimatica em vez de
inativar permanentemente a enzima, quando a concentragéo do inibidor diminui, a atividade da
tirosinase aumentara, enquanto isso, a inibicdo irreversivel sera a inativacdo permanente da
tirosinase. De acordo com os diferentes locais e métodos de interacdo dos inibidores da
tirosinase com a enzima, eles podem ser divididos em quatro formas: competitivo, nédo
competitivo, misto e de ligacdo lenta (Masum; Yamauchi; Mitsunaga, 2019).

A tirosinase € amplamente encontrada em plantas, animais e microorganismos. Dado o
envolvimento da tirosinase na patogénese do melanoma, o monitoramento e a regulacédo
farmacoldgica de sua atividade auxiliardo no diagndstico e tratamento da doencga (Chang, 2009).
Para descobrir inibidores de tirosinase altamente eficientes e seletivos, varios pesquisadores
usam principalmente os dois métodos a seguir. Uma maneira € extrair e separar 0S recursos
naturais: Hidroguinona (Kang et al., 2003), a-arbutina (Jin et al., 1999), acido kojico (Curto et
al., 1999), retinGides (Sarkar; Arora; Garg, 2013), acido azelaico (Berlitz et al., 2019),
resveratrol (Na et al., 2019), acido caftarico (Honisch et al., 2020), tanino de valonea (Liu et
al., 2021) e crisosplenetina (Arroo et al., 2020) s&o identificados como inibidores naturais da
tirosinase. A sintese organica e a otimizacao estrutural sdo outras formas de obtencao de novos
inibidores. De acordo com as caracteristicas estruturais, podemos dividir os inibidores sintéticos
da tirosinase existentes em polifendis, flavondides, fenilpropandides, tioureias e heterociclicos

de enxofre.

3.2. Melanogénese

A melanina desempenha um papel importante na protecdo da pele da luz ultravioleta
(UV). Também determina a cor da pele e influencia a aparéncia fenotipica. No entanto, niveis
aumentados de melanina podem levar a problemas estéticos (Na et al., 2019). A pigmentagéo
irregular da pele é causada pela desregulacéo do processo de melanogénese pela radiacdo UV,
inflamacdo, desequilibrio hormonal ou varios compostos quimicos, incluindo medicamentos,
esses estimulos afetam as diferentes vias da melanogénese (D’mello et al., 2016). A

melanogénese, por defini¢cdo, é a producdo dos pigmentos de melanina; estes sdo mais
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frequentemente produzidos por células chamadas melandcitos (Bonaventure; Domingues;
Larue, 2013).

A melanina nos queratindcitos atua como fotoprotetor através da pigmentacédo da pele,
cabelos e olhos humanos e da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, como oxigénio
singlete e anions superdxidos (Tada; Kohno; Niwano, 2014). A pele possui unidades
epidérmicas responsaveis pela producdo e distribuicdo de melanina, processo denominado
melanogénese, estas unidades sdo compostas por um melandcito rodeado por queratindcitos e
regulado por um sistema paracrino fechado (Videira; Moura; Magina, 2013).

A melanogénese e a pigmentagéo da pele sdo o fator fotoprotetor mais importante em
resposta aos danos da radiacdo ultravioleta do sol e a fotocarcinogénese da pele (Brenner;
Hearing, 2007). O efeito protetor da melanina, especialmente da eumelanina, é alcancado pela
sua capacidade de servir como uma barreira fisica que dispersa a radiacdo UV e como um filtro
absorvente que reduz a penetracdo da radiacdo UV através da epiderme (Kaidbey et al., 1979).

Supde-se que a maioria dos efeitos UVA seja o resultado de danos oxidativos mediados
pela absorcdo de UVA por cromoforos celulares, como precursores de melanina, que atuam
como fotossensibilizadores, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres
que podem induzir danos ao DNA (Park et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que 0s
lipidios da membrana plasmatica também sdo afetados pela irradiacdo UV para liberar
diacilglicerol associado a membrana (DAG), que por sua vez pode ativar a proteina quinase C-
b (PKC-b), resultando na estimulacdo da melanogénese (Punnonen; Yuspa, 1992).

A melanina inclui principalmente eumelanina e feomelanina, que estdo presentes
principalmente na pele, no cabelo, nos olhos (iris e cordides) e no ouvido interno (Cichorek et
al., 2013). A eumelanina é um polimero insolivel marrom/preto, enquanto a feomelanina & um
polimero soltvel vermelho/amarelo (Videira; Moura; Magina, 2013). A biossintese da
melanina envolve diferentes tipos de reagdes enziméaticas complexas, como tirosinase, proteina
1 relacionada a tirosinase (TYRP-1) e proteina 2 relacionada a tirosinase (TYRP-2) (Li et al.,
2021).

A feomelanina e a eumelanina diferem ndo apenas na cor, mas também no tamanho,
formato e embalagem de seus granulos. Ambas as melaninas derivam de uma via comum
dependente da tirosinase com 0 mesmo precursor, a tirosina. A etapa obrigatoria € a
hidroxilacdo da tirosina em dopaquinona, da qual também pode ser derivada a I-DOPA (Land,;
Riley, 2000).

Duas proteinas semelhantes a tirosinase (40% de aminoécidos homologos), a proteina 1

relacionada a tirosinase (TRP-1) e a proteina 2 relacionada a tirosinase (TRP-2), também estao
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presentes na membrana dos melanossomas (Videira; Moura; Magina, 2013). Embora seu papel
preciso ainda ndo esteja esclarecido, é possivel que o TRP-1 tenha um papel na ativacdo e
estabilizacdo da tirosinase, na sintese de melanossomas, no aumento da relagdo
eumelanina/feomelanina e um papel contra o estresse oxidativo devido ao seu efeito peroxidase
(Park et al., 2009).

Figura 6 - Resumo das duas formas de melanina e descri¢do das funcdes das principais enzimas associadas

@ @
* Eu ';,.“,'.Ami,‘“’i’.

Fonte: Adaptado Videira; Moura; Magina, 2013

O processo de melanogénese € iniciado com a oxidagdo da L-tirosina em dopaquinona
(DQ) pela tirosinase através do ciclo da monofenolase (Logesh et al., 2023). A L-tirosina
também pode ser hidroxilada em L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), e entdo a L-DOPA
também pode ser oxidada em dopaquinona através do ciclo da difenolase. Acredita-se
frequentemente que a formacdo de dopaquinona seja uma etapa limitante da taxa na biossintese
da melanina porgue as seguintes etapas de reacdo podem ocorrer espontaneamente em um valor
de pH fisioldgico (Sanchez-Ferrer et al., 1995).

Além disso, devido ao excesso de tirosinase, a dopaquinona pode autociclizar-se para
gerar leucodopacromo que pode posteriormente se transformar em dopacromo. Apds a
descarboxilacdo, o dopacromo se converte em 5,6-dihidroxiindol (DHI), que é posteriormente
oxidado para produzir indol-5,6-quinona pela oxidacdo da tirosinase (Fan et al., 2021). O
dopacromo pode ser convertido em acido 5,6-dihidroxiindol carboxilico (DHICA) com a ajuda
do TYRP-2. O &cido indol-5,6-quinona carboxilico é oxidado tanto do DHICA quanto do
leucodopacromo. A eumelanina é formada através da polimerizagdo do &cido indol-5,6-quinona
e do acido indol-5,6-quinona carboxilico (Carradori et al., 2024).

Estudos demonstraram que a tirosinase ¢ uma oxidorredutase e o0 TYRP-2 é uma
isomerase. No entanto, a funcdo do TYRP-1 continua a ser mais explorada. As evidéncias

confirmaram que o TYRP-1 de camundongos é uma oxidoredutase que pode catalisar a
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oxidagdo do DHICA (Carradori et al., 2024). Em 2017, Lai et al. obteve a estrutura cristalina
do TYRP-1 humano (PDB ID: 5M8L) pela primeira vez, fornecendo novas evidéncias e insights
para explicar que o TYRP-1 ndo mostrou nenhuma atividade redox da tirosinase. Em suma, a

tirosinase desempenha um papel importante na biossintese da melanina.

Figura 7 - Via biossintética da melanina. TYR: tirosinase; TYRP-1: proteina 1 relacionada a tirosinase; DOPA:
3,4-dihidroxifenilalanina; DHI: 5,6-dihidroxiindol; DHICA: acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico.
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3.3. Planejamento de novos farmacos

De maneira geral, leva-se mais de 10 anos para langar um medicamento no mercado,
com um custo médio de aproximadamente US$ 2,6 bilhdes (Sharma et al., 2021). Devido a
isso, 0 planejamento de farmacos tem se tornado progressivamente mais racional, buscando
estabelecer propostas e objetivos claramente definidos.

O planejamento racional de farmacos envolve a aplicacdo dos conhecimentos sobre
fisiopatologia, atividade bioldgica, seletividade, biodisponibilidade, e outras caracteristicas de
moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés "hits"), para a identificacdo de compostos-protétipos
(ou "lead compounds", em inglés) com potencial farmacoldgico, visando a posterior otimizacao
molecular (Guido; Andricopulo; Oliva, 2010). Nesta abordagem, o planejamento estrutural de
uma nova molécula com potencial atividade bioldgica baseia-se no alvo terapéutico escolhido.
Portanto, a selecdo do alvo terapéutico representa uma etapa crucial no processo de descoberta
de novos farmacos.

Os ensaios de triagem virtual (VS, do inglés, Virtual Screening) podem ser conduzidos
com o proposito de identificar estruturas de potenciais inibidores disponiveis em bancos de
dados, permitindo a visualizacdo gréfica de diversos complexos ligante-receptor, a identificacdo
de interacOes, bem como a compreenséo da relacdo estrutura-afinidade (Kitchen et al., 2004;
Sharma et al., 2021). InformacGes sobre a estrutura de alvos macromoleculares ou de
complexos ligante-receptor possibilitam o desenvolvimento de estratégias de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, Structure-Based Drug Design)
(Guido; Andricopulo; Oliva, 2010).

Em situacdes em que a estrutura do alvo escolhido ndo é conhecida, pode-se recorrer a
métodos de planejamento de farmacos baseados na estrutura do ligante (LBDD, do inglés
ligand-based drug design), como destacado por Sharma et al., (2021). Esses métodos exploram
propriedades e caracteristicas de séries de ligantes bioativos. E crucial um gerenciamento
adequado da informacdo relacionada ao planejamento racional de farmacos para lidar com o

vasto volume de dados disponiveis, garantindo organizagéo e analise eficazes.

3.3.1. Modelagem molecular

A modelagem molecular é composta por um conjunto de técnicas computacionais que
visam a construgdo, edicdo e visualizacdo, analise e armazenamento de sistemas moleculares
complexos (Barreiro et al., 1997). De acordo com Montanari (2000) a utilizagcdo de métodos

computacionais tem se tornado indispensavel no estudo, planejamento e descoberta de novos
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farmacos, bem como, a descri¢do de processos quimicos e bioldgicos por meio da estrutura
tridimensional de micro e macromoléculas.

Sobre as técnicas de modelagem molecular, duas estratégias podem ser utilizadas na: o
desenho direto, onde as propriedades tridimensionais do receptor estudado sdo diretamente
consideradas e o desenho indireto, baseado na anélise comparativa das propriedades estruturais
de moléculas ativas e inativas previamente conhecidas que s&o interpretadas em termos de
complementaridade com um modelo hipotético de um receptor (Cohen et al., 1990).

Existem diversos métodos de calculo que podem ser aplicados em uma determinada
estratégia de modelagem molecular, diferenciando-se quanto a natureza do campo de forca, ou
seja, do conjunto de funcBes de energia e parametros numéricos associados (Barreiro et al.,
1997). Os campos podem ser totalmente empiricos, como os utilizados em mecénica molecular,
ou, no outro extremo, puramente tedricos (métodos ab initio), passando pelos chamados
métodos semi-empiricos (Venancio; Rocha, 2015). A aplicacdo de um ou outro método
dependem da complexidade do sistema a ser analisado.

3.3.2. Mecanica molecular

A metodologia da mecéanica molecular é baseada na aproximacdo de Born-
Oppenheimer, onde os movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados
separadamente, logo, este método é caracterizado por considerar 0s movimentos nucleares e
por tratar os elétrons indiretamente, assumindo que 0s ndcleos possuem movimentos livres e
que todas as interagdes nucleares séo aditivas (Coelho et al., 1999).

Neste contexto, o campo de forcas é constituido pelo somatério de termos de energia
relacionados as posic¢Oes de equilibrio do sistema (distancias de ligacéo, angulos de ligacéo,
angulos diedros, distancias de van der Waals, ligaces hidrogénio, interacdes eletrostaticas,
etc.) as quais podem ser associadas penalidades energeticas para seu afastamento (Barreiro et
al., 1997).

Os pacotes de programas de mecanica molecular (AMBER, CHARM, DISCOVER,
MM2/MMP2, PCMODEL-MMX, SYBIL, etc.) utilizam diferentes funcbes de energia
potencial para representar a energia interna de uma molécula (Brooks et al., 1983; Case et al.,
2005). O campo de forca AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), por
exemplo, é expresso pela equagédo (1) (Barreiro et al., 1997):
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3.3.3. Mecéanica quantica

A mecénica quantica permite maior precisdo nos resultados, fornecendo dados sobre a
estrutura eletronica (Gupta; Sharma, 2009). Os pacotes de programas de métodos quanticos ab
initio (CADPAC, GAMESS, GAUSSIAN, HONDO, etc.) e semi-empiricos (AMPAC,
MOPAC, etc.) sdo baseados no formalismo de orbitais moleculares com diferentes abordagens
(Spoel et al., 2005). Nos métodos ab initio, um modelo para uma funcao de onda particular é
determinado e os calculos sdo realizados sem simplificacdo, nesta abordagem o erro esta
relacionado ao conjunto de bases selecionado e ao nivel de tratamento da correlacéo eletrénica
(Venancio; Rocha, 2015).

Os métodos semi-empiricos baseiam-se no mesmo formalismo do método Hartree-
Fock, tendo parte de seus parametros ajustados a dados experimentais (Segantine; Gongalves,
2020). A parametrizacdo dos métodos semi-empiricos com dados experimentais aumentou
significativamente a acuracidade quimica e a velocidade dos métodos de orbitais moleculares
(Barreiro et al., 1997). Os métodos semiempiricos de maior sucesso, MINDO,
ou Negligéncia Intermediaria Modificada da Sobreposicdo Diferencial, AM1 (Austin Model 1)
e PM3 (Parametric Method 3), sdo todos baseados em NDDO (Neglect of Diatomic
Differential), mas diferem no tratamento da repulséo nucleo-nicleo e como os parametros estéo
atribuidos (Hofmann; Schaefer, 2003)

Nos métodos quanticos os nlcleos sdo assumidos em sucessivas posigdes estacionarias,
sobre as quais a distribuicdo espacial 6tima dos elétrons é calculada pela resolucdo da equagao
de Schrodinger (Gupta; Sharma, 2009). O processo € repetido até que a energia permaneca
constante dentro de um limite escolhido, ou seja, até se alcangcar um ponto estacionario da

superficie de energia (Barreiro et al., 1997).

3.3.4. Docking Molecular

A técnica de docking molecular fornece informacg6es sobre o melhor encaixe de uma

molécula (denominada ligante) no sitio ativo do receptor, considerando caracteristicas
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quimicas, eletrostaticas e espaciais, além de calcular sua energia de interacdo e classificar os
ligantes de acordo com sua afinidade com o alvo macromolecular (Morris; Lim-Wilby, 2008).
Os dados obtidos a partir da docagem facilitam as pesquisas de novos compostos de partida e
auxiliam na direcao da sintese de compostos derivados (Li et al., 2003).

A docagem molecular é dividida em trés partes: i) os sitios de interacdo ligante-receptor
séo definidos, i) estudo do espaco conformacional do ligante-receptor, e iii) as coordenadas do
modelo sdo otimizadas para aumentar a precisao dos calculos de energia de ligacdo em estudos
de validacdo. Os sistemas, normalmente, sdo constituidos por um receptor macromolecular
(muitas vezes, uma proteina) e um potencial ligante, essa estrutura € descrita por meio de
modelos atbmicos tridimensionais, isto é, um conjunto de coordenadas atdbmicas (Seddon et al
2012). A estrutura do receptor pode ser determinada por técnicas como a cristalografia de raios-
X, a ressonancia magnética nuclear (RMN) ou a microscopia eletronica (Barreiro et al., 1997).

A maioria dos alvos de drogas ainda est4d em uma das cinco familias de proteinas:
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), canais idnicos, quinases, receptores de hormonios
nucleares e proteases que estejam associados a doengas ou processos fisiologicos para 0s quais
busca-se desenvolver um tratamento quimioterapico (Rask-Andersen; Masuram; Schi6th,
2014). Existem diversos programas de docking comerciais e gratuitos sendo amplamente
empregados, como GOLD (Cole; Nissink; Taylor, 2005), AutoDockTools4 (Morris et al.,
2009), AutoDock Vina (Trott; Olson, 2009), Glide (Friesner et al., 2006), Molegro Virtual
Docker (Thomsen; Christensen, 2006), etc.

Os conférmeros pré-selecionados sdo frequentemente avaliados usando esquemas de
score mais complexos com inclusdo de pelo menos algum efeito de solvatacdo ou entrpicos e
tratamento mais minucioso das interacdes eletrostaticas e de van der Waals (Gohlke; Klebe,
2002). A ligagdo entre dois parceiros em interagdo tem componentes entalpicos (AH) e
entropicos (-TAS), o que significa que o evento de reconhecimento esta associado a mudangas

na estrutura e na dindmica de cada contraparte (K, 2011).

3.3.5. Dinamica Molecular

Fundamentada nos principios béasicos da mecénica classica, a metodologia DM
possibilita a observacdo do comportamento dindmico microscopico dos atomos que compdem
o0 sistema. A partir disso, € possivel analisar os mecanismos microscopicos de transferéncia de
energia € massa em processos quimicos, bem como calcular propriedades dindmicas, como

espectros de absorcdo, constantes de taxa e propriedades de transporte. Além de oferecer uma
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visdo dindmica em escala microscopica, a DM também pode ser utilizada para amostragem de
conjuntos mecanicos estatisticos e para a determinacgdo de propriedades de equilibrio, incluindo
médias termodinamicas (como pressao, temperatura e volume), estrutura e energias livres ao
longo de caminhos de reacdo (Tuckerman; Martyna, 1999)

A ideia central por tras das simulacfes de DM é estudar a dependéncia do tempo
comportamento de sistemas microscopicos, conforme demostrado na equacao (2). Isto € obtido
resolvendo as equacdes diferenciais de segunda ordem representadas pela segunda lei de
Newton (Vivo et al., 2016):

vV (x(t)) (2)

fD = ma(®) = = 5 =5

Onde fi (t) é a forca resultante que atua no 4&tomo do sistema em um dado ponto no
tempo t, ai (t) é a aceleracdo correspondente e mi é a massa. Na equacdo (1), a configuracéo
instantanea do sistema é representada pelo vetor X (t), que descreve a posicao dos N atomos que
interagem no espago cartesiano (x = {x1, y1, z1, X2, y2, z2, ..., XN, yN, zN}). Normalmente, na
descoberta computacional de drogas, adotamos uma descricdo mecanica classica das forcas.
Notavelmente, essa aproximacdo vale para particulas massivas, como ndcleos, enquanto 0s
movimentos dos elétrons devem ser calculados em média. Para conseguir isso, uma funcéo de
energia potencial empirica é introduzida (V (x) na equacédo (2)), e 0 modelo decorrente dessa
representacdo simplificada é chamado de campo de forca, ou mecénica molecular (MM),

descrito na equacao (3):

ligacao angulo (3)
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Na equacéo (3), os trés primeiros termos representam interaces intramoleculares dos

atomos. Eles descrevem variagdes na energia potencial em funcdo do alongamento, flexéo e
torcdo da ligacdo entre os atomos diretamente envolvidos nas relacdes de ligacdo. Eles séo
representados por somas sobre comprimentos de ligacao (1), angulos (o) e angulos diedros (0),
respectivamente. As contribuigdes de alongamento e flexdo de ligacdo compartilham a mesma

forma funcional, pois ambas séo descritas por potenciais harmonicos com valores de referéncia
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10 e a0 e constantes de forca kl e ka, respectivamente. No entanto, devido a sua periodicidade
intrinseca, os termos de tor¢do sdo naturalmente definidos por uma série de cossenos de M
termos para cada angulo diedro. Assim, nik € um parametro que descreve a multiplicidade para
0 k-ésimo termo da série, 00,ik é o dngulo de fase correspondente ¢ Vik ¢ a barreira de energia.
Tomado como um todo, este grupo de contribuicdes é geralmente referido como os termos
“bonded” do campo de forca.

As forcas em uma simulacdo de DM sdo calculadas usando um modelo conhecido como
campo de forca de mecénica molecular, que se ajusta aos resultados de calculos de mecéanica
quantica e, normalmente, a certas medidas experimentais. Por exemplo, um campo de forca
tipico incorpora termos que capturam interagdes eletrostaticas (coulombianas) entre atomos,
termos semelhantes a molas que modelam o comprimento preferido de cada ligacdo covalente
e termos que capturam varios outros tipos de interacdes interatdbmicas (Hollingsworth; Dror,
2018). A principal vantagem dos campos de forca é que eles aceleram consideravelmente os
calculos, especialmente em comparagdo com a mecénica quantica (MQ) (Vivo et al., 2016).

As escolhas mais comuns de campo de forca sdo versdes de AMBER, CHARMM e
OPLS (Harder et al., 2015; Huang; Mackerell, 2018; Robustelli; Piana; Shaw, 2018). Todos
esses campos de forca dependem de formas funcionais, mas cada uma tem certos pontos fortes
e fracos (Hollingsworth; Dror, 2018). Por exemplo, O CHARMMS36m e o complementar
CHARMM General Force Field (CGenFF) tém parametros amplamente otimizados e validados
para proteinas, lipidios e ligantes semelhantes a drogas (Huang; Mackerell, 2018; KLAUDA et
al., 2010); os modelos de campo de forca A99SB-disp recentemente introduzidos desordenaram
particularmente bem as proteinas (Robustelli; Piana; Shaw, 2018); e OPLS3 pode ter os
parametros de ligante mais amplamente otimizados, embora sua natureza proprietaria
geralmente tenha impedido a avaliagdo de terceiros (Harder et al., 2015).

Os softwares mais utilizados incluem GROMACS, NAMD, AMBER, CHARMM,
Desmond e OpenMM (Abraham et al., 2015; Eastman et al., 2017). O software AMBER e
CHARMM ndo deve ser confundido com os campos de forca AMBER e CHARMM; mais
modernos pacotes de software de simulagdo suportam varios campos de forga. Todos esses
pacotes de software executam calculos semelhantes, mas diferem na eficiéncia com que séo
mapeados para varios hardwares e nos recursos suportados (por exemplo, amostragem
aprimorada métodos, esquemas de controle de temperatura e pressdo, suporte para simulagdes

de granulacéo grossa) (Hollingsworth; Dror, 2018).
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3.3.6. Linear Interaction Energy

O método Linear Interaction Energy e amplamente utilizado em biologia
computacional e quimica para estimar a energia livre de ligacdo de um ligante a uma proteina.
Baseado na teoria de resposta linear, o LIE tem aplicacdes significativas no design de farmacos
baseado em estrutura e em estudos de reconhecimento molecular. Seu célculo é realizado a
partir de uma combinacdo linear das energias de interacdo eletrostatica e de van der Waals entre
o ligante e a proteina.

O método LIE foi introduzido por Aqvist e colaboradores em 1994 (Aqvist et al., 1994)
como um modelo de ponto final derivado da Aproximacao de Resposta Linear (LRA) (Lee et
al., 1992). Esse método permite calcular as contribuicfes eletrostaticas para a afinidade de
ligacdo e tem sua formulagéo baseada na equacdo de Zwanzig para perturbacao de energia livre
(Leach, 2001). Além da contribuicéo eletrostatica, o LIE também considera a componente néo
polar da energia livre de ligacdo (AGuind), representada pela diferenca entre as energias médias
de interacdo ndo ligadas, como as forcas de van der Waals, do ligante em seus estados ligado e
ndo ligado a proteina (Aqvist et al., 1994). Para calcular AGying, as energias médias de interagio
van der Waals (vdW) e eletrostaticas (ele) do ligante com seu ambiente séo escaladas pelos
parametros LIE a e B. A equacdo (4) pode ser usada para prever afinidades de ligacdo de ligantes

com dados experimentais desconhecidos (Rifai et al., 2020).

AGbind =X ((Vllii(qiysurr)bound - <Vllijgysurr)unbound ) + ﬁ((Vl?éisurr)bound (4)

l
- <Vleige—surr>unbound)

Os modelos LIE podem ser descritos como Relagdes Quantitativas Estrutura-Atividade
(QSAR) empiricas, que utilizam estimadores energéticos fundamentados fisicamente.
Diferentemente de métodos que estimam a energia livre de ligacdo apenas com base na estrutura
do ligante, o LIE também leva em conta as propriedades do complexo ligante-receptor. 1sso
sugere que os modelos LIE podem apresentar um desempenho superior a métodos que
consideram apenas a estrutura do ligante, pois estdo mais diretamente relacionados a
conformacédo do complexo molecular. Uma das formulagdes mais utilizadas do LIE emprega a
seguinte expressdo de regresséo para a energia livre de ligagdo AFuind, representa da equacgéo
(5) (Su et al., 2006):
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AFping =X AVyqy + BAVye + YAA +6 (5)

Onde:

e AV, , AV, € AA representam as diferencas entre as energias médias de interacéo
van der Waals e eletrostatica, respectivamente, medidas para o ligante no complexo e

livre em solucéo.

V,aw € @ energia média de interacdo van der Waals do ligante com seu ambiente (0

solvente ou o receptor e seu meio circundante).

o V.. éaenergia média de interacdo eletrostatica do ligante com seu ambiente.

e A ¢aéreamédiade superficie acessivel ao solvente do ligante.

e Os parametros a, B, Y € 0 s20 ajustaveis empiricamente, sendo calibrados com base em

conjuntos de treinamento de ligantes de afinidade de ligacdo conhecida.

Os valores dessas quantidades sdo normalmente obtidos por simulacbes de Dindmica
Molecular ou Monte Carlo (MC), partindo de conformagdes conhecidas ou modeladas do
ligante e do complexo ligante-receptor. Essas abordagens permitem a obtencéo de propriedades
energéticas médias, essenciais para a estimativa precisa da energia livre de ligacdo (Jorgensen
et al., 2008). Os modelos LIE tém sua fundamentacdo tedrica em principios fisicos de
solvatacao, baseando-se na aproximacao de resposta linear para a energia livre (Lee et al., 1992;
Aquvist et al., 1994; Leach, 2001).

A introducdo de um ligante em um ambiente, seja ele uma solugdo ou um receptor, pode ser
interpretada como uma perturbacdo no sistema. Caso o sistema responda de maneira
perfeitamente linear a essa perturbacdo, a energia livre de introdugdo do ligante sera
proporcional a energia de interacdo entre ele e seu ambiente. Entretanto, devido ao impacto
significativo da presenca do ligante, a hipotese de resposta linear exata nem sempre se aplica a
todos os processos. A equacdo de regressdo do LIE assume, em vez disso, que a resposta linear
se aplica individualmente as interacGes hidrofdbicas, de van der Waals e eletrostaticas, cada
uma com um coeficiente de proporcionalidade distinto. Assim, as relacbes LIE s&o mais
adequadas para estimar energias livres de ligacdo relativas entre ligantes semelhantes, e a
precisdo do modelo depende da magnitude da perturbagdo causada pela substituicdo de um
ligante por outro. O efeito das energias livres de ligagdo absolutas é absorvido pelo parametro

de interceptacao 9, refletindo a faixa limitada de aplicabilidade do modelo (Su et al., 2006).
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3.3.7. Free energy pertubation

A simulacéo de perturbacgdo de energia livre € um método rigoroso, fundamentado em
principios fisicos, utilizado para calcular a diferenga de energia livre entre sistemas quimicos
distintos. Com os avancos tecnoldgicos recentes, o FEP tornou-se uma ferramenta poderosa
para prever com precisao afinidades de ligacdo relativas, sendo cada vez mais aplicado no
desenvolvimento de fa&rmacos (Zhu et al., 2022).

O célculo de mudancas na energia livre desempenha um papel essencial na
caracterizacdo termodindmica de equilibrios quimicos e vias de reacdo. As abordagens
convencionais para essa estimativa incluem a FEP e a integracdo termodinamica (TI), ambas
baseadas no conceito de acoplamento continuo, proposto por Kirkwood em seus estudos sobre
equacOes integrais de sistemas de fluidos (Kirkwood et al., 1935). Posteriormente, Zwanzig
aprimorou o formalismo matematico da teoria de perturbacgdo de energia livre, estabelecendo a
expressao fundamental para o calculo da diferenca de energia livre entre estados (Zwanzig et
al., 1954). A combinacdo dessa teoria com simulacGes de dindmica molecular e técnicas de
amostragem de Monte Carlo estabeleceu a FEP como um método amplamente utilizado no
calculo de diferencas de energia livre (Jorgensen et al., 1985).

Diversas aplicacGes foram desenvolvidas a partir desse método, incluindo a computacao
de energias livres relativas de solvatacdo, a determinacdo de valores relativos de pKa, a
avaliacdo dos efeitos do meio em equilibrios conformacionais, o estudo de afinidades de ligacédo
hospedeiro-hdspede e a construcdo de superficies de energia livre para reacdes organicas e
bioquimicas. A teoria de perturbacéo de energia livre, conforme formulada por Zwanzig em seu
artigo de 1954, estabelece uma relacéo entre a diferenca de energia livre de um sistema em seu
estado inicial (referéncia) e seu estado final (alvo). Essa relacdo é expressa na equagao (6) como
a meédia de uma funcéo da diferenca de energia, avaliada por meio da amostragem do estado
inicial (Jorgensen et al., 2008).

AF = F; — Fy = —kT In(exp [%])0 ©)

Zwanzig continuou a derivar uma expressdo para a mudanga de energia livre como uma
série de poténcias. Definindo a energia do estado alvo, E1, como a soma da energia de um
estado de referéncia, EO, e um pequeno potencial perturbador, V (equagéo (2)), a equacgéo (3)

foi obtida expandindo a equacéo (7) para a segunda ordem apresentada abaixo:
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E;=E,+V (7)

A diferenca de energia livre pode ser aproximada pela equacéo (8) a seguir:

AF = By~ Fy = (V) = o (V) = (V) ©

Aqui, a diferenca de energia livre entre os estados de referéncia e alvo é estimada para
a primeira ordem pela média do conjunto de referéncia do potencial perturbador, e para a
segunda ordem incluindo o desvio quadratico médio do potencial perturbador de sua média, ou
a variancia. Esta aproximagéo para calcular diferengas de energia livre foi reconhecida como
especialmente relevante para sistemas com flutuagbes governadas por uma distribuicdo de
probabilidade gaussiana, e, por exemplo, protocolos relacionados foram aplicados a carga de
ions em solucdo (Levy et al., 1991) a estimativa de pKa intrinsecos e mudancas de pKa em
proteinas (Jorgensen et al., 2008).

A abordagem FEP se destaca por permitir a realizacao de simulagdes apenas nos estados
termodinamicos finais para obter diferencas de energia livre, sem a necessidade de atravessar
um caminho intermediario. Esse aspecto tornou a FEP atrativa para a realizacdo de correcoes
de ponto final (book-ending), especialmente na transicdo entre modelos mecanico-moleculares
(MM) e mecanico-quanticos (QM). Essas corregdes ajudam a reduzir ou eliminar a necessidade
de simulagdes com modelos QM computacionalmente intensivos. Além disso, a FEP tem
servido como base para métodos aproximados de ponto final, como a abordagem de LIE
(Cournia et al., 2021). Os calculos de FEP tém sido amplamente utilizados para: Estudo da
energetica de ligagdo hospedeiro-convidado; Previsdes de pKa; Avaliagdo dos efeitos do
solvente em reacdes; Andlise de reacOes enzimaticas; Triagem virtual de ligantes na descoberta
de farmacos; Estudos de mutagénese in silico (Sampson et al., 2024).

Para estudar rea¢fes quimicas, muitas vezes é necessario empregar uma representacdo
quéantico-mecénica (QM) do centro reativo, pois os campos de forca da mecanica molecular
(MM) utilizados na FEP n&o conseguem lidar com a quebra de ligaces quimicas. Nesses casos,
um método hibrido que combina as vantagens das abordagens QM e MM, denominado
QM/MM, é amplamente empregado para obter maior precisdo nos calculos de energia livre. A
abordagem de perturbacéo da energia livre tem se consolidado como uma ferramenta essencial
na modelagem computacional, permitindo o estudo de diferencas de energia livre com alta
precisdo. Seu desenvolvimento historico, desde as formulacdes de Kirkwood (Kirkwood et al.,
1935) e Zwanzig (Zwanzig et al., 1954) até as aplica¢des modernas em descoberta de fa&rmacos
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e ciéncia dos materiais, destaca a relevancia desse método. A integracdo com abordagens
hibridas como QM/MM amplia ainda mais seu potencial, possibilitando estudos complexos

com alto grau de confiabilidade.

3.3.8. Céalculos de DFT

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT) é uma das abordagens "ab initio” mais
populares e bem-sucedidas para descrever a estrutura de sistemas quanticos de muitos corpos
(&tomos, moléculas, solidos). Provavelmente, nenhum outro método alcanca precisdo
comparavel com o0 mesmo custo computacional. O conceito fundamental é que as propriedades
do estado fundamental de um sistema estacionario de muitos corpos podem ser representadas
exclusivamente em termos da densidade do estado fundamental. Como a densidade p(r) ¢ uma
funcgéo de apenas trés coordenadas espaciais, em vez das 3N coordenadas da funcéo de onda de
um sistema com N particulas, a DFT é computacionalmente viavel mesmo para sistemas
grandes (Nikti¢ et al., 2011).

O objetivo da Teoria do Funcional da Densidade, conforme introduzida por Hohenberg
e Kohn (Hohenberg; Kohn, 1964), é determinar a densidade exata do estado fundamental e a
energia total de um sistema composto por N elétrons interagentes em um potencial externo Vex:
. Assume-se que os elétrons interagem entre si de forma par a par por meio da interacdo de

Coulomb. O Hamiltoniano A para esse sistema é definido na equac&o (9) (Aulbur et al., 2000):

N 1 N
H= Z E Z + zvext(rl
T T'] b=
<] 1

L=

9)

Onde r; € a coordenada do i-ésimo elétron. A maioria das aplicacdes praticas da Teoria
do Funcional da Densidade utiliza as equaces efetivas de uma Unica particula de Kohn-Sham
(KS) (Kohnet al., 1965; Kohnet al., 1999), introduzidas para um sistema auxiliar de N
particulas ndo interagentes. De acordo com o teorema de Hohenberg-Kohn (Hohenberg; Kohn,
1964), existe um funcional de energia Unico determinado na equacéao (10) abaixo:

Es[pl = Tslpl + j d3rv, (r)p(r) (10)

Para o qual a equagéo (11) variacional fornece a densidade exata do estado fundamental
ps(r). Ts[p] é o funcional universal da energia cinética do sistema néo interagente. O esquema

de Kohn-Sham (KS) baseia-se na seguinte afirmacdo: para qualquer sistema interagente, existe
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um potencial local Gnico de particula unica vg(r), tal que a densidade exata do estado
fundamental do sistema interagente é igual a densidade do estado fundamental do sistema
auxiliar ndo interagente (Niktic¢ et al., 2011).

. (1)
p®) = ps() = D It (P

Expresso em termos das N orbitais de particula inica mais baixas ocupadas — solugoes
da equacéo (12) de Kohn-Sham:

12)
¢s(r) = & (1)

_p?
lﬁ + vs(r)

A unicidade de v, (r) decorre do teorema de Hohenberg—Kohn, e os orbitais de uma
Unica particula sdo funcionais Unicos da densidade: ¢;(r) = ¢;([p]:r). Para um sistema
autoligado, como o ndcleo atémico, o funcional da energia pode ser decomposto em trés termos

distintos explicitados na equacédo (13) (Nikti¢ et al., 2011):

Flp] = Ts[pl + Exlpl + Exclpl (13)

Onde T; é a energia cinética do sistema de A-nucleons ndo interagentes, Ey € a energia
de Hartree, e E,. denota a energia de troca-correlacdo, que, por defini¢do, contém todo o
restante—todos os efeitos de muitos corpos. O potencial local correspondente de troca-
correlacdo é definido pela equacédo (14) (Nikti¢ et al., 2011):

SExc[pl (14)
6p(r)

Uxc [p] (r) =

Assim, o potencial total do sistema de Kohn-Sham é dado pela equacgéo (15) representada
abaixo:

vs[p1(r) = vulpl(r) + viclpl(r) (15)

Kohn e Sham mostraram como um método computacional pratico pode ser construido
a partir dos funcionais de densidade de Hohenberg e Kohn. A ideia é associar o sistema fisico
de elétrons interagentes a um sistema ficticio de elétrons ndo interagentes, conhecido como
"sistema de Kohn-Sham". Os elétrons desse sistema ficticio sdo chamados de "elétrons de
Kohn-Sham". A conexdo entre os dois sistemas é que ambos sdo definidos para possuir

exatamente a mesma densidade do estado fundamental e 0 mesmo potencial quimico. No
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entanto, os potenciais externos nos dois sistemas ndo sdo os mesmos. No sistema de Kohn-
Sham, o potencial externo — conhecido como potencial de Kohn-Sham — deve ser
precisamente aquele potencial efetivo de particula Unica que gera uma densidade do estado
fundamental igual a densidade do estado fundamental do sistema interagente (Aulbur et al.,
2000).

4. MATERIAS E METODOS

Todos os resultados gerados nesta tese foram executados utilizando a estrutura do
Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de farmacos (LPDF) da Universidade Federal
do Para — UFPA, os célculos computacionais de maiores desempenho foram calculados

utilizando o supercomputador CABANO (https://sites.google.com/view/cabanolpdf) do LPDF,

composto de um Unico head-node/compute-node interligado por uma rede Gigabit Ethernet (1
Gbps). O n6 computacional (compute-nodes), é um servidor que possui 32 nucleos reais e 32
virtuais, composto também por 64 GB de memoria RAM, 4 HDD's de 3 TB e 1 SSD de 160
GB. No total estdo disponiveis: 64 nlcleos, 64 GB de memdria RAM, 4 TB de espa¢o em disco
para os diretorios de usuarios (2TB /home 4TB /data), 250 GB de espago para os célculos
rapidos (1 SSD). O CABANO ainda conta com 4x GGPU's N-Vidia GTX 4000 de alto

rendimento.

4.1. Métodos Computacionais

4.1.1. Simulagdes de Docking Molecular

As estruturas cristalinas da tirosinase de Bacillus megaterium (TYRBm) foram obtidas
do Protein Data Bank (PDB) com os cédigos 50AE e 6EI4, juntamente com 0s compostos a
base de arilpiperidina e arilpiperazina, conforme indicado nas Tabelas 1 e 2 (Ferro et al., 2018).
Os calculos de docking molecular foram realizados utilizando o Molegro Virtual Docker
(MVD) versao 5.5 (Thomsen; Christensen, 2006), uma ferramenta reconhecida por sua eficacia
em sistemas TYR (Brasil et al., 2017; Martins et al., 2022).

Este estudo utilizou o algoritmo de busca MOLDOCK, implementado no software
MVD que combina uma abordagem heuristica que combina evolucdo diferencial com um
algoritmo de predi¢do de cavidades (Thomsen; Christensen, 2006). Como uma extensdo do
potencial linear por partes (PLP), o MOLDOCK integra contribui¢Ges adicionais provenientes

de ligacGes de hidrogénio e interacGes eletrostaticas, o que aprimora sua precisdo dos
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resultados. Para selecionar as solucGes de docking mais promissoras, uma funcéo de pontuacao

de reclassificacdo é aplicada aos resultados gerados pelo algoritmo (Bitencourt-Ferreira;

Azevedo, 2019). Para os procedimentos de docking, os ions Cobre (Il) foram representados

como esferas de van der Waals no sitio catalitico do TYR.

Tabela 1 - Inibidores de TYR baseados em arilpiperidina (L02—L07) e arilpiperazina (L08-L12) avaliados por
Ferro et al. (2018) e suas respectivas energias livres de ligacdo experimentais (AGexp), calculadas a partir dos
valores de I1Cso, conforme a equacdo AGexp = RTInlICso, onde T equilave a 310 K.

R—N X
\_/
I
Inibidor R X 1Cs0 (UM) AGExp
(kcal/mol)
LO2 CH3CH: CH 116,0+1,88 -5,58
L03 CHsCO CH 25,11 + 0,98 -6,53
L04 H CH 286,83 + 1,05 -5,02
LO5 CH3CH.CO CH 24,10 + 0,62 -6,55
LO6 CH3CH(CH3)CO CH 35,26 + 0,97 -6,32
LO7 CesHsCO CH 19,50 + 0,44 -6,68
LO8 H N 85,50 + 0,67 -5,77
LO9 CHsCO N 4585 +1,31 -6,15
L10 CH3CH.CO N 51,08 + 4,88 -6,09
L11 CH3CH(CH3)CO N 30,90 + 1,90 -6,40
L12 CesHsCO N 13,34 + 0,73 -6,91
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Tabela 2 - Inibidores de TYR a base de arilpiperazina avaliados por Ferro et al., (2018) e suas respectivas energias
livres de ligagdo experimental (AGexp), calculadas a partir dos valores de 1Cso, conforme a equagdo AGexp =
RTInICso, onde T equilave a 310 K.

0 —
\ N N
AR,
IND
F
Inibidor R 1Cs0 (UM) AGExp
(kcal/mol)
L13 2-F 3,75 +0,37 -7,70
L14 3-F 54,68 + 6,03 -6,05
L15 4-F 7,77 + 2,89 -7,25
L16 2-CH3 5,25+ 1,60 -7,49
L17 3-CH3 173,82 +1,50 -5,33
L18 4-CH3 33,13 +4,50 -6,35
L19 2-OCH3 2,03 +0,89 -8,07
L20 3-OCH3 27,04 + 0,05 -6,48
L21 4-OCH3 9,14 +2,16 -7,15
L22 2-OH 7,06 + 0,62 -7,31
L23 3-OH 12,64 + 1,41 -6,95
L24 4-OH 27,41 +0,16 -6,47

Para as simulacbes de Dindmica Molecular, foram selecionadas as conformacdes de
docking mais favoraveis dos inibidores de TYR como configuracdes iniciais. Os campos de
forca OPLS-AA (Jorgensen et al., 1996) e TIP3P (Jorgensen et al., 1983) foram utilizados para
parametrizar os subsistemas de soluto (compostos pelos aminoacidos da TYR e seus inibidores)
e de solvente, respectivamente. Os parametros dos inibidores de TYR foram calculados por
meio do pacote MACROMODEL (Mohamadiet al., 1990; Schrodinger, 2020).
Especificamente, foi empregado o conjunto de parametros classicos proposto por Liao et al.
2015, utilizando o modelo ficticio Cobre (I1) (CuDum) para caracterizar o centro metélico da
TYRBm. A abordagem PROPKA (Olsson et al., 2011) foi aplicada para determinar os valores
de pKa de todos os residuos de amino&cidos ionizaveis em pH neutro.

O uso desse modelo permite capturar as propriedades quimicas e estruturais do cobre
dentro da proteina sem a necessidade de uma parametrizagdo excessivamente complexa. O
tratamento do ion Cobre (11) no estudo de Liao et al. (2015) é realizado por meio de um modelo
ficticio ndo ligado (CuDum), que utiliza &tomos ficticios (dummy atoms) para distribuir cargas

ao redor do metal, permitindo uma representacdo precisa da sua geometria de coordenacéo.
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Esse modelo é essencial para capturar o efeito Jahn-Teller, uma distor¢do estrutural
caracteristica do Cobre (Il) que afeta suas interacfes com ligantes.

Diferentemente de abordagens tradicionais que representam metais como esferas de van
der Waals ou utilizam modelos ligados que restringem a flexibilidade da coordenacdo, o
CuDum permite uma descricio mais realista e dindmica da interagdo do cobre com
biomoléculas. Ele foi validado em simulagdes de dindmica molecular utilizando o software
GROMACS, onde demonstrou estabilidade e precisdo na reproducédo de estruturas bioldgicas,
como 0 peptideo amiloide-p e a superoxido dismutase Cobre-Zinco. Esse modelo melhora
significativamente a capacidade de estudar sistemas bioldgicos contendo cobre sem necessidade
de célculos quanticos complexos, tornando-se uma ferramenta valiosa para a bioguimica
computacional (Liao et al., 2015) .

A abordagem PROPKA (desenvolvida por Olsson et al., 2011) foi utilizada para calcular
os valores de pKa dos residuos de aminodcidos ionizaveis da proteina em pH neutro. O
PROPKA é um método computacional amplamente empregado para estimar a tendéncia de
protonacao/desprotonacdo de grupos funcionais em biomoléculas, o que é essencial para
entender a estabilidade estrutural e a reatividade quimica da proteina. O modelo busca um
equilibrio entre precisdo e eficiéncia computacional, evitando tratamentos excessivamente
rigorosos, mas mantendo a coeréncia fisica dos fendmenos envolvidos (Olsson et al., 2011). O
modelo desenvolvido por Olsson et al., 2011 aprimorou as versdes anteriores ao eliminar a
classificacdo discreta de residuos como "superficiais" ou "enterrados”. Em vez disso, foi
implementada uma transicdo continua entre esses estados, reduzindo a sensibilidade do modelo
a pequenas variages estruturais e proporcionando maior estabilidade nas predicGe,
considerando diversos fatores para o calculo dos valores de pKa, incluindo a contribuicéo
Coulombiana, ajustada para refletir corretamente as interacGes eletrostaticas, diferenciando os
coeficientes dielétricos para residuos superficiais e enterrados.

Além disso, a penalidade de dessolvatagdo foi refinada para evitar superestimacdes,
considerando a influéncia diferencial da &gua em residuos em diferentes profundidades dentro
da estrutura proteica. A eletrostatica intrinseca inclui interacdes dipolares permanentes e efeitos
de van der Waals, priorizando as interagdes de curto alcance. J& as interacfes de ligacdo de
hidrogénio sdo modeladas por uma funcao linearizada que depende da distancia e do angulo da
ligacdo, permitindo um tratamento mais realista desses efeitos (Olsson et al., 2011). O
PROPKAS foi reparametrizado com base em um conjunto de dados reduzido e mais confiavel
de residuos Asp e Glu, cujos valores experimentais de pKa sdo bem caracterizados. O modelo

foi validado em diferentes conjuntos de dados experimentais, apresentando melhorias na
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precisdo das predicdes, reducdo do numero de outliers e eliminacdo de artefatos numéricos
indesejados (Olsson et al., 2011). A combinacédo dessas duas metodologias — a parametrizacao
de Liao et al. (2015) e a analise de protonacdo com PROPKA — permitiu caracterizar
adequadamente o centro metalico da proteina TYRBmM e avaliar seu comportamento quimico
em condicdes fisioldgicas.

Cada sistema de TYR foi inserido em uma esfera de simulagio com raio de 20 A,
composta por moléculas de TIP3P (Jorgensen et al., 1983), centralizada no centro de massa do
inibidor. O método SCAAS (Solvent with Constrained All-Atom Surface) (King; Warshel,
1989) foi adotado para tratar restricbes de polarizacdo e limitagdes radiais na superficie da
esfera de simulacdo. Para considerar o efeito de triagem dielétrica (Marelius et al., 1998), todos
0s residuos de aminoacidos ionizaveis préximos ao limite da esfera foram neutralizados. Um
corte de 10 A foi aplicado no célculo das energias de interacdo ndo ligadas, excetuando-se
apenas os atomos dos inibidores. As interacOes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas
pelo método de expansdo multipla do campo de reacdo local (LRF) (Diaz et al., 2011).

Para otimizar o custo computacional, todos os 4&tomos fora da esfera de 20 A foram
fixados (Marelius et al., 1998), e o algoritmo SHAKE (Ryckaert et al., 1977) foi utilizado para
manter as ligacGes de hidrogénio do solvente. Detalhes sobre os procedimentos de equilibrio e
producdo das simulacdes de DM para os estados ligados a enzima e expostos ao solvente estéo
disponiveis em estudos anteriores (Martins et al., 2022; Martins et al., 2020) realizados com o
programa Q6 (Bauer et al., 2018). Cada sistema equilibrado passou por 10 ns de simulacdes de
DM, conduzidas em cinco réplicas aleatdrias de 2 ns cada.

Considerando que simulac6es longas podem nédo explorar adequadamente o espaco de
fase devido a proximidade com a estrutura inicial, uma alternativa mais econémica seria realizar
multiplas simulagdes curtas a partir de diferentes pontos do espacgo de fase (Genheden et al.,
2009). O protocolo empregado é adequado para amostrar o espaco conformacional do sistema
e representar sua dinamica, conforme validado por estudos anteriores (Vanga et al., 2018;
Martins et al., 2020). Um passo de tempo de 1 fs foi utilizado, sem a aplicacéo de restrigdes
posicionais. Para o estado livre, uma restrigdo harmoénica fraca foi aplicada para manter os

inibidores de TYR centralizados nas respectivas esferas de simulagdo aquosa.

4.1.2. Dinamica Molecular

As estruturas inicialmente selecionadas para as simulagdes de Dindmica Molecular

foram as mais bem classificadas a partir dos resultados de docking molecular. Durante este
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processo, os ions Cobre Il presentes no sitio ativo do TYRBm foram tratados utilizando o
modelo ficticio de Cobre Il (CuDum), conforme proposto por Liao e colaboradores (2015). As
simulacdes de DM foram entdo conduzidas utilizando o programa Q (Marelius et al., 1998),
empregando o campo de forca OPLS-AA (Jorgensen et al., 1996) para representar o soluto
(enzima e ligantes) e o modelo de agua TIP3P (Jorgensen et al., 1983) para descrever o solvente
(&4gua).

Os parametros classicos para os ligantes, incluindo substratos naturais e inibidores,
foram determinados por meio de uma parametrizacdo automatica realizada pelo
MACROMODEL (Schrédinger, 2020). Para comegar, os valores de pKa de todos os residuos
titulaveis foram computados utilizando o método PROPKA (Li; Robertson; Jensen, 2005), tal
como implementado no servidor PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004), sob condicdes de pH
neutro.

Posteriormente, todos os sistemas foram solvatados por meio da inser¢éo de uma esfera
de simulagio, com um raio de 20 A, composta pelo modelo de dgua TIP3P (Jorgensen et al.,
1983), localizada no centro de massa de cada ligante correspondente. A esfera de simulacdo foi
submetida a restrices de polarizacéo e radiais, utilizando o modelo de solvente SCAAS (King;
Warshel, 1989) para todos os atomos, com restri¢do de superficie na interface da esfera, com o
intuito de representar de forma precisa as propriedades da agua em massa. Residuos titulaveis
localizados préximos ao limite da esfera foram tratados em sua forma neutra, levando em
consideracdo a triagem dielétrica (Marelius et al., 1998).

Em seguida, cada sistema passou por trés fases distintas de simulacdo de dindmica
molecular: (a) aquecimento, (b) equilibrio e (c) producdo. Durante o calculo das energias de
interacdo n&o ligadas, foi aplicado um corte de 10 A, excluindo apenas os atomos do ligante.
As interacOes eletrostaticas de longo alcance foram determinadas utilizando a abordagem de
expansao multipla do campo de reacdo local (LRF) (Diaz et al., 2011). As listas de pares ndo
ligados e os valores de energia de interacdo entre o ligante e 0 ambiente foram registrados a
cada 25 etapas. Com o intuito de otimizar os recursos computacionais, todos os atomos fora da
esfera de simulag&o, com um raio de 20 A, foram mantidos em suas posicdes iniciais (Marelius
etal., 1998).

Inicialmente, foram realizadas simulagdes DM com 5000 passos, utilizando um passo
de tempo muito curto (0,1 fs) e uma temperatura de 1K. Estas simulacdes foram acopladas a
um banho forte (com um acoplamento de banho de 0,1 fs), enquanto atomos pesados foram
restritos por uma constante de forca de 50 kcal/mol-Az2. Posteriormente, cada sistema foi

gradualmente aquecido até 300K ao longo de 50 ps, com intervalos de tempo e acoplamentos
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de banho de 1 fs e 100 fs, respectivamente. A constante de forca de restricdo aplicada a todos
0s atomos pesados do soluto foi entdo gradualmente removida. Em seguida, para cada sistema,
foram realizadas simulacbes DM de 10 nanossegundos (ns) a 300K para a coleta de dados,
utilizando um intervalo de tempo de 2 fs. Todas as ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio
foram restritas utilizando o algoritmo SHAKE (Ryckaert et al., 1977). Para simulagdes de &gua
(estado livre), os ligantes foram mantidos no centro de sua esfera de simulacdo de &gua,

empregando uma restricdo harmonica fraca ao centro de massa dos ligantes.

4.1.3. Ligacédo de energias livres pelo método Linear Interaction Energy

Foram realizados célculos detalhados da energia livre de ligacao por meio de simulacfes
de dindmica molecular com uma duracdo de 10 ns durante a fase de producdo. O método
empregado foi o Linear Interaction Energy (Bauer et al., 2018), que utiliza conjuntos
representativos dos estados ligado e livre de um ligante especifico para determinar a
discrepancia na energia livre (Gutiérrez-de-Teran; Aqvist, 2011; Hansson; Marelius; Aqvist,
1998). A energia livre de ligagdo (AGiie) para cada sistema de TYR foi avaliada usando a
equacéo (16) de LIE:

AE g = alUygyw + ,BAUele +y (16)

Na equagdo, os parametros o e [ atuam como fatores de escala empiricos para os
componentes apolares e polares, respectivamente, em funcdo das propriedades quimicas do
ligante (Hansson; Marelius; Aqvist, 1998). Esses pardmetros podem ser obtidos a partir de
estudos anteriores (a = 0,181 e B = 0,33-0,50) (Hansson; Marelius; Aqvist, 1998) ou,
alternativamente, por meio de regresséo linear utilizando energias livres de ligagédo
experimentais (AGexp), conforma a equacdo (17) (ZHENG et al., 2017). As médias das
interacdes de van der Waals (vdW) e eletrostaticas (ELE) entre os estados “ligado™ e "livre™

foram calculadas utilizando conjuntos gerados durante a producéo do DM.
AGEXP = RTlTlIC50 (17)
4.1.4 Célculos de FEP

A energia livre de ligagdo relativa entre dois ligantes, A e B (AAG,;,4), foi calculada
utilizando o método de Perturbacdo da Energia Livre e o pacote QligFEP (Jespers et al., 2019).

Esse calculo é baseado no ciclo termodindmico com base na equacéo (18) a seguir:
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AA(’;II)E‘,ind - AAGII?‘lind = AAGbind - AGliin];plex_ AGK:%e (18)

A diferenca de energia livre para cada transformacdo de ligante (AG,_,g) foi calculada

utilizando a equagéo (19) exponencial de Zwanzig (Zwanzig et al., 1954):

AG, 5= AGg —AG, = —p~ " In(e P4Y) (19)

Onde B = (KBT) ! ¢ a energia térmica inversa, AU =U,,,, — Uy, representa a diferenca
na energia potencial efetiva entre janelas consecutivas de FEP, e os colchetes angulares
denotam a média de conjunto. A transformacdo € realizada por meio de uma série de estados

intermediarios, com o potencial efetivo Um definido como na equacéao (20):

Um=(1—-Am)UA + AmUB (20)

Aqui, Am ¢é o parametro de acoplamento que interpola entre o estado inicial (A) e o
estado final (B). O parametro im € incrementado gradualmente de 0 a 1, dividindo a
transformagdo em 101 janelas de A igualmente espagadas. Cada janela foi amostrada por 10 ps,
utilizando um passo de tempo de 1 fs, em 10 simulacdes de DM replicadas em paralelo. Essas
réplicas diferem apenas em suas velocidades aleatorias iniciais, que foram geradas conforme a

distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.

4.1.5 Célculos de DFT

Apos a realizagdo das simulagfes de Dindmica Molecular, submetemos estruturas
representativas dos inibidores L04 e L19 para calculos de Teoria do Funcional da Densidade
(DFT). Utilizamos o nivel wB97XD/6-311++G (d,p) e 0 modelo PCM para o ambiente de
solvatagdo em agua (Mennucci et al., 2012). Todos os célculos foram realizados utilizando o
pacote Gaussian09 (Frisch et al., 2009). Apds a otimizacdo e os célculos de frequéncia,
determinamos alguns descritores, como ecletronegatividade (), dureza (1), indice de
eletrofilicidade (o) e a diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO (Bursch et al.,
2022; Grillo et al., 2023), conforme implementado por Contreras et al. (1999).
Subsequentemente, obtivemos os orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO), bem
como 0s mapas do potencial eletrostadtico molecular (MEP), a fim de analisar a reatividade
quimica dos inibidores selecionados (Politzer et al., 2021; Suresh et al., 2022)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O docking molecular e as simulagbes de dindmica molecular sdo técnicas essenciais no
processo de design computacional de farmacos, proporcionando uma compreensdo abrangente
das interacOes entre farmacos e seus alvos. O docking molecular facilita a identificacdo de
compostos lideres promissores, prevendo os modos de ligacao e as afinidades dos candidatos a
farmacos com proteinas-alvo. Em contraste, as simulacdes de DM sdo utilizadas para explorar
0 comportamento dindmico dessas interagdes, fornecendo insights sobre a estabilidade e as
mudancas conformacionais dos complexos farmaco-proteina ao longo do tempo. Essas
abordagens combinadas ndo apenas auxiliam na otimizacéo dos candidatos a farmacos para um
melhor encaixe, mas também aceleram o processo de descoberta de novos medicamentos,
reduzindo o nimero de experimentacfes dispendiosas (Honarparvar et al., 2013; Batool;
Ahmad; Choi, 2019; Sabe et al., 2021).

Os compostos arilpiperidinicos e arilpiperazinicos possuem estruturas heterociclicas com
funcionalidades quimicas diversificadas, tornando-os alvos promissores para modificacdes
moleculares direcionadas a inibicdo da tirosinase. Segundo Ferro et al. (2018), a incorporacéao
de anéis arila nesses esqueletos heterociclicos aumenta a afinidade de ligagdo com o sitio ativo
da enzima. Estudos estruturais e computacionais permitiram aprimorar a poténcia inibitéria e a
seletividade desses derivados, resultando no desenvolvimento de compostos lideres com maior
bioatividade e menores efeitos colaterais indesejados.

Estudos cristalograficos e de docking realizados com tirosinases de diferentes origens, como
Bacillus megaterium (TyBm) e cogumelos (TyM), auxiliaram na identificacdo dos principais
determinantes moleculares responsaveis pela interacdo entre esses inibidores e a enzima.
Notavelmente, derivados como 1-(4-fluorobenzil) piperazina e 1-(4-fluorobenzil) piperidina
demonstraram atividade inibitoria significativa sobre a TyM, com valores de IC50 na faixa
micromolar, superando a eficacia do acido kojico, um inibidor de referéncia (Ferro et al., 2018).
Além da inibicdo da tirosinase, os compostos arilpiperidinicos e arilpiperazinicos apresentam
diversas atividades farmacoldgicas, tornando-os candidatos promissores para agentes
terapéuticos multifuncionais (Hu et al., 2021; Yi et al., 2023).

Mais recentemente, uma investigacdo experimental e computacional envolvendo compostos
contendo o grupo 3-cloro-4-fluorofenil destacou a importancia dessa estrutura na inibicdo da
tirosinase de Agaricus bisporus (Mirabile et al., 2023). Observou-se que a introducdo desse
grupo funcional em diferentes compostos resultou em um aumento significativo da atividade

inibitdria, possivelmente devido a interacdo desse fragmento com residuos-chave na cavidade
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catalitica da enzima. Estudos de docking molecular corroboraram essas descobertas, sugerindo
que esse grupo participa de interagdes vantajosas, como empilhamento n-m e ligagdes
halogénio-metal, contribuindo para um maior potencial inibitério (Mirabile et al., 2023).

Os resultados de docking molecular, utilizando o pacote MVD e o0 método MOLDOCK
(Thomsen; Christensen, 2006), demonstraram sua eficacia nos sistemas de TYR (Brasil et al.,
2017; Martins et al., 2020). A funcdo de pontuacdo MOLDOCK para cada inibidor de TYR
baseado em arilpiperidina e arilpiperazina foi extraida e posteriormente comparada com 0s
dados experimentais de ligacao (Tabela 3). No caso do primeiro grupo de compostos (sem anel
benzamida), L02—-L12, foi observada uma correla¢do positiva significativa (r2 = 0,73) entre a
pontuagdo MOLDOCK e os valores experimentais. No entanto, a correlagdo foi
consideravelmente mais fraca e negativa para 0s compostos arilpiperazinicos (com anel
benzamida), L13-L24 (rz2 = -0,39). Esses achados estdo alinhados com as expectativas no
campo dos célculos de docking molecular. Em muitos casos, os algoritmos de docking podem
prever corretamente os modos de ligacdo, mas nem sempre classificam os diversos ligantes de
acordo com suas afinidades de ligacdo de forma consistente (Warren et al., 2005).

Tabela 3 - Fungdo de pontuagio MOLDOCK e valores experimentais de energia livre de ligagio (AGexp) para

inibidores de TYR a base de arilpiperidina (L02-L07) e arilpiperazina (L08-L24). Esses valores sdo expressos em
quilocalorias por mol (kcal/mol).

Inibidor MOLDOCK AGExp Inibidor MOLDOCK AGExp
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
L02 -79,32 -5,58 L13 -95,49 -7,70
LO03 -81,16 -6,53 L14 -101,05 -6,05
LO4 -69,54 -5,02 L15 -102,65 -7,25
LO5 -87,73 -6,55 L16 -96,04 -7,49
LO6 -82,71 -6,32 L17 -100,97 -5,33
LO7 -82,28 -6,68 L18 -102,06 -6,35
LO08 -74,18 -5,77 L19 -97,34 -8,07
L09 -80,50 -6,15 L20 -102,81 -6,48
L10 -87,09 -6,09 L21 -106,33 -7,15
L11 -82,05 -6,40 L22 -99,78 -7,31
L12 -81,51 -6,91 L23 -100,74 -6,95

L24 -97,81 -6,47
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Realizar simulagGes de Dindmica Molecular apés o docking molecular é de suma
importancia na descoberta de medicamentos e na biologia estrutural. Embora o docking
molecular forneca informagdes cruciais sobre os modos de ligacdo potenciais e as afinidades
de ligacdo iniciais, as simulacbes de DM vao além, oferecendo uma visdo dinamica das
interacOes entre os ligantes e as proteinas alvo ao longo do tempo. Isso permite a exploracao de
mudangas estruturais, dinamica conformacional e estabilidade do complexo ligante-proteina,
fatores frequentemente criticos na compreensdo do verdadeiro mecanismo de ligacdo e na
previsdo precisa das afinidades de ligacdo (Liu et al., 2017; Vivo; Cavalli, 2017).

Conforme descrito na secdo Métodos Computacionais, realizamos um total de cinco
réplicas aleatdrias, cada uma com duracéo de 2 ns, utilizando o programa Q6 (Bauer et al.,
2018). Essa estratégia foi adotada para gerar conjuntos de dados que aprimorariam a
compreensdo da dindmica de ligacdo de compostos a base de arilpiperidina e arilpiperazina com
a TYR. Os resultados de Dindmica Molecular revelam a robusta estabilidade de todos 0s
compostos simulados dentro do sitio catalitico da TYR. Além disso, as caracteristicas
estruturais da TYR se assemelham muito as observadas em investigacbes computacionais
anteriores (Martins et al., 2020; Martins et al., 2022).

Conforme demonstrado na Tabela 4, é evidente que, para o grupo arilpiperidina, 0s
valores de Root Mean Square Deviation (RMSD) variam de 0,41+0,10 A (L05) a 1,19+0,24 A
(L04). Ja para o grupo arilpiperazina, os valores de RMSD variam de 0,39+0,10 A (L20) a
0,97+0,30 A (L24). Esses resultados indicam claramente a eficaz estabilizacdo de todos os
compostos simulados dentro do sitio catalitico TYR em seus respectivos complexos.
Curiosamente, todos os inibidores mantiveram a interacdo entre o &tomo de fldor do grupo
fluorobenzil e o ion Cobre Il (B) presente no sitio catalitico TYR, uma caracteristica semelhante
ao observado com substratos naturais (L-Tyr e L-DOPA), assim como o inibidor AK (DERI et
al., 2016). Esse comportamento pode ser melhor visualizado no Gréafico RMSD médio (em A)
para todos os sistemas TYR (Figura 8), que ilustra a estabilidade estrutural dos complexos
analisados.

Tabela 4 - Valores de Root Mean Square Deviation (RMSD), medidos em angstroms (A), referentes aos atomos
pesados dos inibidores dentro do complexo enzimatico TYR.

(continua)
Inibidor RMSD (A) Inibidor RMSD (A)
L02 0,32+0,10 L13 0,71+ 0,33

LO3 0,47 +0,14 L14 0,95+ 0,52
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Tabela 4 - Valores de Root Mean Square Deviation (RMSD), medidos em angstroms (A), referentes aos atomos
pesados dos inibidores dentro do complexo enzimético TYR.

(continuacéo)

Inibidor RMSD (A) Inibidor RMSD (A)
L04 1,19+0,24 L15 0,70 £ 0,27
L05 0,41 0,10 L16 0,82 +0,28
L06 0,45 0,10 L17 0,55 0,15
LO7 0,40 0,11 L18 0,79 +0,21
LO08 0,46 + 0,14 L19 0,79 +0,28
L09 0,45 + 0,15 L20 0,39 0,10
L10 0,44 +0,21 L21 0,67 +0,17
L11 0,39 +0,09 L22 0,52 +0,11
L12 0,58 + 0,30 L23 0,52 +0,11

L24 0,97 £ 0,30

Figura 8- Grafico RMSD médio para os sistemas TYR.
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A analise das interacOes energéticas dos diferentes ligantes foi realizada com base em
simulacdes de dindmica molecular de 10 ns, considerando tanto o estado livre em solvente
quanto o estado complexado com a proteina TYR. As Figuras 9 a Figura 17 apresentam 0s

gréaficos das energias eletrostaticas (ele) e de Van der Waals (vdW) para cada ligante avaliado.
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Na Figura 9, observa-se o comportamento energético do ligante L03. As energias eletrostaticas
para o estado livre (em azul) e para o complexo solvatado (em vermelho) indicam variagdes na
interacdo com o ambiente. Da mesma forma, as energias de Van der Waals sdo representadas
em verde para o estado livre e em roxo para o estado complexado, evidenciando mudancas nas
interagOes intermoleculares.

Figura 8 - Grafico das energias que envolvem o ligante L03
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Figura 9 - Grafico das energias que envolvem o ligante L04
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A Figura 10 exibe os mesmos parametros para o ligante L04, onde se verifica um padréo
semelhante ao observado para LO3, com diferencas nas intensidades das interacGes
eletrostaticas e de Van der Waals, sugerindo diferentes graus de estabilizacdo ao longo da
trajetoria de DM.
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Seguindo a mesma abordagem, a Figura 11 apresenta os dados para o ligante LO5,
destacando as variacOes nas energias eletrostaticas e de Van der Waals. Esses resultados

reforcam a importancia da solvatagdo no comportamento do ligante dentro do complexo.

Figura 10- Gréfico das energias que envolvem o ligante L05
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A Figura 12 corresponde ao ligante LO7, cuja analise revela uma dindmica energeética

gue pode indicar ajustes conformacionais relevantes para a estabilidade do sistema.

Figura 11 - Grafico das energias que envolvem o ligante L07
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A Figura 13, referente ao ligante L08, mostra um perfil energético compativel com
interacOes especificas que podem influenciar a afinidade do ligante pela proteina TYR.

Figura 12 - Grafico das energias que envolvem o ligante L08
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Os gréficos das Figuras 14 e 15 detalham as energias dos ligantes L09 e L10,
respectivamente, permitindo a comparacao entre seus comportamentos no estado livre e no
estado complexado. Tais dados sé&o fundamentais para compreender os efeitos estruturais e

energeticos desses ligantes na interacdo com a proteina alvo.

Figura 13 - Grafico das energias que envolvem o ligante L09
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Figura 14 - Gréfico das energias que envolvem o ligante L10
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Por fim, as Figuras 16 e 17 ilustram as interacdes dos ligantes L11 e L12, onde a anélise
das componentes eletrostaticas e de Van der Waals pode fornecer insights sobre a estabilidade

e a dindmica desses compostos no contexto do complexo TYR-ligante.

Figura 15 - Gréfico das energias que envolvem o ligante L11
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Figura 16 - Grafico das energias que envolvem o ligante L12
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Os dados apresentados nas figuras fornecem uma visao detalhada da contribuicdo das
interacdes intermoleculares na estabilidade dos complexos, sendo essenciais para a
compreensdo da afinidade e do comportamento desses ligantes em sistemas biologicos.

Essas interagdes estdo em conformidade com os resultados encontrados por Ferro et al.
(2018), cujo estudo demonstrou que a densidade eletrdnica no sitio ativo TYR sustenta a
colocacdo da porgdo 4'-fluorobenzil entre os dois ions de cobre. Além disso, o anel aromético
foi estabilizado por meio de interacbes de empilhamento com o residuo His208, conforme
mostrado na Figura 18. O composto mais potente a base de arilpiperidina, L12, forma uma
interacdo de hidrogénio com Arg209 de TYR (Figura 18B), interacdo essa que nao foi
observada no caso de L04 (Figura 18A). Ademais, como ja avaliado anteriormente (Martins et
al., 2020; Martins et al., 2022), 0 modelo CuDum (Liao et al., 2015), utilizado para descrever
os ions cobre (11), capturou de maneira adequada todas as caracteristicas estruturais criticas.
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Figura 17 - Estruturas DM representativas dos inibidores a base de arilpiperidina L04 (A) e L12 (B) ligados ao
sitio ativo da TYRBm.
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Considerando as premissas do grupo arilpiperidina, pode-se inferir que 0s compostos
que interagem com o residuo Arg209 possuem potencial inibitério aumentado contra a enzima
TYR. Essa interacdo € evidente tanto no inibidor mais potente quanto no segundo menos
potente entre 0os compostos de arilpiperazina (ver Figura 19). As evidéncias computacionais
apresentadas aqui corroboram as observacdes feitas por Ferro et al. (2018) em relacdo a
mobilidade do Arg209, que facilita a estabilizacdo de compostos volumosos dentro do sitio
ativodo TYR.
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Figura 18 - Estruturas DM representativas dos inibidores a base de arilpiperazina L14 (A) e L19 (B) ligados ao
sitio ativo da TYRBm.
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5.1. Calculo Linear Interaction Energy

O método LIE é uma abordagem computacional eficiente utilizada no design de
farmacos para estimar as energias livres de ligagdo entre um ligante e sua proteina-alvo
(Hansson; Marelius; Aqvist, 1998; AlmIof; Carlsson; Aqvist, 2007; Gutiérrez-de-Teran;
Agvist, 2011). Esse método oferece uma maneira simplificada, porém precisa, de prever as

variagcOes nas afinidades de ligacdo, considerando as contribuigcdes energéticas das interacdes
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ndo covalentes, como interagOes de van der Waals, eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio. Uma
das principais vantagens desse método reside em sua eficiéncia computacional, ao contrério de
métodos mais complexos que exigem uma extensa amostragem do espaco conformacional
(Limongelli et al., 2020). A abordagem LIE é adequada para estudos de alto rendimento,
triagem virtual e otimizacao de compostos lideres, equilibrando precisdo e custo computacional,
tornando-se uma ferramenta valiosa nas fases iniciais da descoberta de farmacos (Murcko et
al., 1995).

Na Tabela 5, sdo apresentadas as energias computadas ao redor do ligante para os
analogos a base de arilpiperidina e arilpiperazina, respectivamente. Esses valores derivam de
uma analise abrangente de todas as simulacGes de DM realizadas para cada inibidor.
Especificamente, para o calculo dos valores de energia livre, optamos por um total de 10 ns de
simulagfes de Dindmica Molecular para cada sistema TYR. Os pardmetros empiricos o ¢ 3
foram obtidos diretamente da literatura (Hansson; Marelius; Aqvist, 1998).

Destacadamente, o valor otimizado de vy, definido em -2,75 na equagdo LIE para a
arilpiperazina, foi determinado por meio de ajuste linear em relagao a AGexp. Especificamente,
percebeu-se que ao omitir os inibidores L02, L0O6 e L17, houve uma correlacdo
significativamente aprimorada com AGexp. Portanto, em todas as discussdes subsequentes
sobre LIE apresentadas aqui, esses inibidores especificos foram deliberadamente excluidos da
analise de regressdo. Essa abordagem reflete a estratégia empregada por Carlsson, Boukharta e
Agvist (2008) e Vanga et al., (2018), bem como anteriormente em sistemas TYR (Martins et
al., 2022).

Tabela 5 - Energia livre de ligagdo calculada (AGLie) e experimental (AGexp) para inibidores de TYR a base de
arilpiperidina e arilpiperazina. Esses valores sdo expressos em quilocalorias por mol (kcal/mol).

(continua)
Inibidor AUvdw AUele AGLIE AGExp
LO3 -20,31+0,90 -6,72 £ 0,51 -6,55 + 0,16 -6,53
LO4 -11,86+0,90 -7,35+0,88 -5,00 £ 0,52 -5,02
LO5 -20,90+1,01 -6,82 + 0,19 -6,69 + 0,20 -6,55
LO7 -20,93+0,74 -6,23 +0,71 -6,44 + 0,02 -6,68
LO8 -14,70+1,10 -8,92 + 0,85 -6,12 + 0,18 -5,77
LO9 -20,09 £ 0,26 -6,02 + 0,51 -6,20 £ 0,10 -6,15
L10 -21,26 £ 0,66 -5,54 + 0,48 -6,21 + 0,02 -6,09
L11 -22,37 £ 0,58 -5,96 + 0,89 -6,59 + 0,22 -6,40
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Tabela 5 - Energia livre de ligagéo calculada (AGyig) € experimental (AGexp) para inibidores de TYR a base de

arilpiperidina e arilpiperazina. Esses valores sdo expressos em quilocalorias por mol (kcal/mol).

(continuacao)

Inibidor AUvdw AUele AGLIE AGExp
L12 -19,61 + 0,89 -7,55+0,71 -6,77 £ 0,18 -6,91
L13 -23,53+0,59 -0,88 + 0,10 -7,36 + 0,38 -7,70
L14 -21,43 £ 0,57 +1,13+£ 0,26 -6,12 + 0,01 -6,05
L15 -24,26 + 0,28 -0,40 £ 0,98 -7,28 £0,21 -7,25
L16 -18,41 + 0,45 -2,52 + 0,64 -7,15 + 0,02 -7,49
L18 -25,38 + 0,36 +2,58 £ 0,91 -6,20 + 0,32 -6,35
L19 -22,32+1,01 -2,17+0,41 -7,70 £ 0,23 -8,07
L20 -18,21 + 0,53 -0,14 + 0,44 -6,09 + 0,04 -6,48
L21 -24,16 + 0,78 +0,48 £ 0,89 -6,88 + 0,05 -7,15
L22 -21,87 £ 0,92 -0,68 £ 0,57 -6,94 + 0,20 -7,31
L23 -21,23 + 0,67 -0,28 + 0,63 -6,67 + 0,10 -6,95
L24 -23,65 + 0,52 +1,79 £ 0,88 -6,34 + 0,01 -6,47

A abordagem LIE demonstrou ser capaz de reproduzir os valores absolutos de energia
livre de ligacdo dos inibidores a base de arilpiperidina e arilpiperazina presentes no conjunto de
dados experimentais (rz2 = 0,963) (Figura 20). Na discussdo a seguir, analisaremos o inibidor
mais fraco (L04) e o mais potente (L19) em relacdo a TYR, visando identificar as
caracteristicas-chave que explicam suas diferencas de ligagao.

Notavelmente, o valor de AGLe para LO4 excede seu valor experimental em
aproximadamente 0,02 kcal/mol (-5,02 kcal/mol), enquanto para L19, o valor de AGLEe
ultrapassa seu valor experimental em cerca de 0,37 kcal/mol (-8,07 kcal/mol). Conforme
proposto anteriormente por Ferro et al. (2018), a atividade inibitéria significativa da TYR
exibida por esses inibidores a base de arilpiperazina pode ser atribuida a presenca do anel
benzamida. Consequentemente, a exploracdo de novas interagcdes nessa regido dos inibidores
de TYR pode fornecer informacdes valiosas sobre seus mecanismos de inibicao.

Realizamos uma andlise de decomposicdo residual para decifrar as contribuicdes
energéticas dos residuos de aminoacidos ao redor do sitio catalitico da TYR, abrangendo tanto
0s componentes de van der Waals quanto os eletrostaticos, conforme a equacdo LIE. Um
resultado interessante em relacdo ao componente eletrostatico pode ser observado nos

inibidores L16 e L24, onde aqueles que possuem grupos substituintes na posicéo para do anel
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benzamida (L18, L21 e L24) apresentam valores eletrostaticos positivos: +2,58, +0,48 e +1,79

kcal/mol, respectivamente.

Figura 19 - Modelo de regressdo linear entre a energia livre de ligacdo calculada (AGLg) e experimental (AGexp)
(em kcal/mol) para inibidores & base de arilpiperidina e arilpiperazina ligados a TYR.
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5.2. Analise de decomposicao residual

A anélise de decomposicédo residual é uma técnica computacional poderosa utilizada
nos calculos de energia livre de ligacdo para dissecar e compreender as contribuicdes dos
componentes moleculares individuais para a afinidade de ligagdo geral entre um ligante e sua
proteina alvo. Esta abordagem proporciona insights sobre as interacdes especificas que
impulsionam a ligacdo do ligante, elucidando os mecanismos moleculares subjacentes. Essa
técnica serve como uma ferramenta valiosa para validar hipoteses de ligacdo, explicar a
seletividade da ligacéo e sugerir maneiras de aprimorar a ligagdo do ligante.

Os insights fornecidos podem simplificar a identificagdo de candidatos a medicamentos
mais eficazes e seletivos, resultando, em Gltima andlise, em uma aceleracdo do processo de
desenvolvimento de medicamentos (Sabe et al., 2021). Na Figura 21, sdo apresentadas as
energias médias de interacdo van der Waals (vdW) e eletrostatica (ele) para os residuos de

aminoacidos TYR que contribuem significativamente para AGrig, considerando tanto os



56

inibidores de TYR mais potentes (L19, representados por linhas vermelhas) quanto os menos
potentes (LO4, representados por linhas azuis). De modo geral, as contribui¢des eletrostaticas
dos residuos TYR demonstram disparidades minimas entre os sistemas L04 e L19 (Figura 21A).

Notavelmente, a interacdo eletrostatica com ions Cobre Il para L04 é de -12,64 kcal/mol,
enquanto que para L19 é de -9,17 kcal/mol. Por outro lado, as contribui¢es do vdW sofrem
alteracbes mais substanciais durante a transi¢cdo dos inibidores de L04 para L19 (vide Figura
11B). As diferencas mais proeminentes séo perceptiveis para Phel97, Pro201, Asn205, Arg209
e Val218, com valores variando aproximadamente em -0,94, -1,68, -0,91, -1,60 e -0,30 kcal/mol
dos inibidores L04 para L19, respectivamente (conforme Figura 21B). De particular interesse é
a interacgdo estabelecida entre L19 e Arg209, caracterizada por um contato de empilhamento de
cations m entre a cadeia lateral do aminoacido ¢ o anel benzamida do inibidor a base de
arilpiperazina.

Além disso, confirma-se que as interacfes de van der Waals predominam sobre as
outras, mesmo ao considerar todos os aminoacidos e ions Cobre Il. As contribuices totais dos
elementos para os sistemas L04 e L16 sdo de -9,45 e -5,54 kcal/mol, respectivamente, indicando
uma diferenca de aproximadamente 4,00 kcal/mol. Ao levar em conta as contribuic@es totais
de van der Waals, os sistemas apresentam -25,10 e -39,12 kcal/mol, respectivamente, o que
representa uma diferenca de aproximadamente -14,00 kcal/mol. Esses resultados sugerem que
a inibicdo da enzima TYR por esses inibidores é principalmente impulsionada pelas interaces
de van der Waals, destacando a importancia do anel de benzamida nos inibidores estudados de

arilpiperidina e nos inibidores baseados em arilpiperazina.
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Figura 20 - (A) contribuicBGes energéticas eletrostaticas e (B) van der Waals (vdW) (em kcal/mol) sobre os
inibidores L04 (azul) e L19 (vermelho) usados nos calculos LIE.
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5.3 Célculos de FEP

Para validar os achados sugeridos pelos resultados de LIE e aprimorar a compreensao
dos modelos de relacdo estrutura-atividade (SAR), foi projetada uma série de transformacGes
FEP para pares de ligantes selecionados, conforme aplicado em estudos anteriores (Vanga et
al., 2018; Barlow et al., 2020). Essa abordagem permite estimar as energias livres de ligacdo
relativas (AAGying) entre pares de compostos, possibilitando a comparagdo com variagoes

experimentais observadas nas afinidades de ligagéo. No total, sete ligantes foram analisados
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por meio de seis transformag6es FEP. O primeiro caminho de FEP foi projetado para calcular
as afinidades de ligacgéo relativas dos derivados de arilpiperidina (L02, LO3 e L05) em relagéo
ao composto de referéncia mais simples, LO4. Em seguida, L04 foi transformado no derivado
de arilpiperazina mais simples, L08, que serviu como ponto de partida para as transformacoes
envolvendo LO9 e L10 (outros derivados de arilpiperazina). A Tabela 6 resume os valores
calculados de AAGping para cada transformacao.

Tabela 6 - Variagdes calculadas e experimentais nas energias livres de ligagdo dos derivados de arilpiperidina e
arilpiperazina como inibidores de TYR. Todos o0s valores estdo expressos em quilocalorias por mol (kcal/mol).

Transformacao do Ligante AAGping exp® AAGying caic®
(A—B)

L04—L02 -0,557 -0,345+£ 0,170
L02—L03 -0,942 -0,670 £ 0,149
L03—L05 -0,025 -0,081 £ 0,041
L04—L08 -0,745 -0,514 £ 0,494
L08—L09 -0,383 -0,450 + 0,201
L09—L10 0,066 0,792 £ 0,211

80s valores experimentais de AIC50 (Tabela 1) foram transformados em AAGying Utilizando a relacdo AAGpind.exp =
RTIn (IC50(B)/IC50(A)).

®QOs valores de AAGping foram calculados usando o programa QIligFEP. Os erros-padrdo da média (SEM) foram
estimados com base em simulaces replicadas individualmente.

Conforme mostrado na Tabela 6, as afinidades relativas calculadas utilizando o QligFEP
demonstram excelente concordancia com os dados experimentais (r2 = 0,843 e MAE = 0,26).
Na primeira transformagdo da arilpiperidina (L04—L02), onde um atomo de hidrogénio ¢
substituido por um grupo CH3CH: na posicdo R (conforme Tabela 1), observa-se uma melhoria
na atividade inibitdria. Esse aumento pode ser atribuido a adi¢do de interacGes adicionais de
van der Waals com residuos circundantes, conforme sugerido pelos resultados de LIE,
contribuindo para uma ligagdo mais forte entre o ligante e a tirosina.

Na transformagéo subsequente (L02—L03), a substituicdo do grupo CH3CH> pelo grupo
CH3CO resulta em um duplo efeito: o grupo metila hidrofébico melhora as interacdes de van
der Waals, enquanto o oxigénio carbonilico polar possibilita a formacdo de ligagdes de
hidrogénio potenciais com Arg209, conforme sugerido por Ferro et al. (2018). Essa combinagéo
equilibrada entre hidrofobicidade e polaridade permite que o ligante interaja eficazmente com
as regides hidrofobicas e polares do sitio de ligacdo da TYR, aprimorando ainda mais a
afinidade de ligacéo.

Por fim, na transformagao L03—L05, ¢ introduzido o grupo CH3CH>CO, que mantém esse
equilibrio favoravel entre caracteristicas hidrofébicas e polares. O grupo etil contribui para

interacdes hidrofébicas aprimoradas, enquanto o oxigénio carbonilico mantém interacdes
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polares, otimizando a ligagéo do ligante em um bolsdo que acomoda tanto regides hidrofdbicas
quanto polares da TYR. No entanto, essa transformacéo apresenta o0 menor deslocamento de
energia livre, conforme refletido nos valores experimentais e tedricos de AAGying, SUgerindo
uma melhora relativamente modesta na afinidade de ligacdo em comparacdo com as
modificagOes anteriores.

Dentre todas as transformagdes de FEP, a mais significativa é a conversdo do derivado de
arilpiperidina mais simples (L04) para o derivado de arilpiperazina mais basico (L08), onde um
atomo de carbono (CH) na posicdo X é substituido por um atomo de nitrogénio (N) (conforme
Tabela 1). O valor experimental de AAGying para essa transformagdo ¢ de —0,745 kcal/mol,
indicando uma melhora na afinidade de ligacdo. Os calculos de FEP resultaram em um valor
tedrico de AAGypind de —0,514+0,494 kcal/mol, demonstrando excelente concordancia com os
dados experimentais. Essa correlagdo proxima ressalta a precisdo da metodologia de FEP na
captura dos efeitos energéticos das modificacdes estruturais, especialmente a introducéo de um
atomo de nitrogénio, que provavelmente melhora a ligacdo por meio de interacbes polares
adicionais e alteracGes nas propriedades eletrénicas dentro do sitio de ligacgéo.

Para as transformacdes de arilpiperazina, nossas simulacGes de FEP capturaram com
precisdo a transformagdo LO8—L09, confirmando a robustez do procedimento QligFEP na
descricdo das variacOes relativas da energia livre de ligacdo. Curiosamente, a transformacéo
L09—L10 resultou em um valor tedrico de AAGning aproximadamente 12 vezes maior que 0
valor experimental, apesar de envolver a mesma modificacdo estrutural da transformacéo
L03—L05. No entanto, tanto os valores experimentais quanto os teoéricos de AAGyping S0
positivos, indicando uma reducdo na afinidade de ligacdo consistente com a natureza da
modificacéo.

5.4. Descritores QM, Anélise de FMO e MEP

Um desafio critico na caracterizacdo precisa de sistemas enziméaticos que envolvem
metais & compreender seu impacto definitivo nas interacfes entre a proteina e o ligante (Li et
al., 2017). Os métodos de mecanica quantica (QM) tém se mostrado inestimaveis na
caracterizacdo precisa desses sistemas (Siegbahn et al.,, 2011; Chen et al., 2015).
Principalmente, descritores QM, como eletronegatividade, dureza, indice de eletrofilicidade,
energias de gap HOMO-LUMO, orbitais moleculares de fronteira (FMO) e potenciais
eletrostaticos moleculares (MEP), séo ferramentas essenciais para compreender a reatividade
quimica das moléculas (Bursch et al., 2022; Grillo et al., 2023; Suresh et al., 2022).
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Inicialmente, as energias de HOMO e LUMO fornecem informacdes sobre a capacidade
de doacdo ou aceitacdo de elétrons por uma molécula, influenciando diretamente sua
reatividade e interacdo com o sitio ativo de uma enzima. Por outro lado, os diagramas de FMO
e MEP representam visualmente os orbitais moleculares e a distribuicdo de carga, destacando
regides de atracdo ou repulsdo eletrostatica cruciais para prever como e onde uma molécula
interagira com outra. Coletivamente, esses descritores QM (Tabela 7) facilitam uma
compreensdo abrangente das propriedades moleculares subjacentes ao processo de inibicdo da
TYR.

Tabela 7 - Descritores QM obtidos a partir de calculos de DFT. Os valores estdo expressos em eV.

Inibidor Eletronegatividade Dureza indice de energias de
0 (n) eletrofilicidade  gap HOMO-
(w) LUMO
L04 -3,66 9,53 0,70 19,06
L08 -3,62 9,36 0,69 18,72
L19 -3,52 8,91 0,69 17,82

Os célculos de DFT demonstram que L04, com sua dureza mais elevada (9,53 eV), exibe
menor reatividade quimica. Essa limitacdo pode dificultar sua capacidade de ajustar sua
densidade eletronica durante interacGes com Cobre 11, resultando em uma ligacdo mais fraca,
apesar de sua maior eletronegatividade e indice de eletrofilicidade. Em contraste, a menor
dureza de L19 (8,91 eV) melhora sua reatividade, permitindo uma interacdo mais robusta e
eficiente com Cobre Il, sugerindo que L19 pode ser a escolha mais pratica em aplicacdes que
exigem ligacdo forte ao ion metalico.

Outro valor a ser considerado é o gap HOMO-LUMO (ver Figura 22), um indicador
crucial de estabilidade e reatividade molecular. L04, com um gap de 19,06 eV, demonstra
estabilidade elevada, embora com reatividade reduzida, em compara¢do com L19, que possui
um gap de 17,82 eV. Essa maior estabilidade de LO4 implica uma menor propensao a transi¢oes
eletronicas, contribuindo para sua menor poténcia inibitoria. Por outro lado, o menor gap
HOMO-LUMO de L19 equivale a uma reatividade quimica superior. Tanto a dureza quanto o
gap HOMO-LUMO demonstram a interagéo facilitada com os ions cobre Il em TYR, resultando

em um valor significativamente menor de IC50 para o inibidor L19.
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Figura 21 - Diagramas de HOMO (esquerda) e LUMO (direita) para os inibidores (A) L04, (B) L08 e (C) L19,
calculados no nivel wB97XD/6-311++G (d,p) no modelo PCM, as cores vermelho e verde representam sinais
positivos e negativos para a funcdo de onda, respectivamente.

HOMO LUMO

(A)
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Figura 22 - Diagramas de MEP para os inibidores (A) L04 e (B) L19, calculados no nivel wB97XD/6-311++G
(d,p) no modelo PCM.

(A)

O potencial eletrostatico molecular € um importante dado obtido a partir de um método
quéantico confiavel e comumente utilizado para interpretar e prever diversos aspectos da
reatividade quimica (Politzer et al., 2021; Suresh et al., 2022). A Figura 23 mostra que o MEP
destaca diferencas na distribuicdo eletronica entre os inibidores L04 e L19. Notavelmente, em
L04, as densidades eletronicas concentram-se ao redor do atomo N no anel de piperidina. Em
contraste, em L19, o grupo carbonila ligado ao anel metoxifenil e ao anel de piperazina exibe a
maior densidade eletrdnica, favorecendo uma distribuicdo eletrénica mais ampla em todo o
grupo metoxifenil.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, utilizou-se técnicas computacionais avancadas, incluindo docking
molecular, simulacGes de dindmica molecular e 0 método de Energia de Interacdo Linear, para
investigar a inibicdo da tirosinase por inibidores a base de arilpiperidina e arilpiperazina. Os
resultados obtidos demonstraram que todos os ligantes simulados apresentaram estabilidade
consistente dentro do sitio catalitico da TYR, mantendo interacGes fundamentais com residuos
essenciais e ions Cobre (I1).

A anélise detalhada das interagdes revelou que as interacdes eletrostaticas com Cobre
() e as interacOes de van der Waals (vdW) com os residuos Phe197, Pro201, Val218, Asn205
e Arg209 desempenham um papel fundamental na ligacdo dos inibidores. Em particular, os
inibidores baseados em arilpiperidina demonstraram maior poténcia devido a presenca do anel
benzamida, que contribui para interacGes estabilizadoras adicionais. Além disso, a energia livre
de ligagéo calculada por meio da abordagem LIE apresentou uma excelente correlagdo com os
dados experimentais de afinidade de ligagéo (r> = 0,963).

Esses achados foram reforcados pelos resultados da metodologia FEP utilizando o
protocolo QligFEP, que também apresentou alta confiabilidade na previsdo precisa das
afinidades de ligagéo dos ligantes (r2 = 0,843). Os resultados deste estudo possuem implicacoes
significativas tanto na area cosmética quanto na terapéutica. No campo cosmético, a tirosinase
é uma enzima essencial no processo de biossintese da melanina e sua inibicdo é fundamental
no desenvolvimento de agentes despigmentantes.

Os compostos estudados demonstraram eficacia como potenciais inibidores da TYR,
podendo ser explorados como novos ingredientes ativos para produtos dermatoldgicos voltados
ao clareamento da pele e ao tratamento de hiperpigmentacdo. Na area terapéutica, as técnicas
de docking molecular e DM utilizadas s&o ferramentas essenciais para o design racional de
farmacos. A identificacdo de compostos lideres promissores e a previsdo da estabilidade dos
complexos ligante-proteina podem contribuir para o tratamento de disturbios relacionados a
tirosinase, incluindo doencas neurodegenerativas e certos tipos de cancer de pele.

A metodologia aplicada neste estudo, baseada em céalculos de energia livre de ligacéo e
analises computacionais detalhadas, a abordagem computacional permite acelerar o processo
de desenvolvimento de novos compostos, reduzindo a necessidade de experimentagédo
laboratorial dispendiosa e contribuindo para a inovagdo na biotecnologia aplicada ao

desenvolvimento de farmacos e cosméticos.
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