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Resumo

A tirosinase é uma enzima que participa da biossintese da melanina. Logo, é considerada uma enzima muito
importante para alguns processos fisiologicos, além disso, esta envolvida desde o processo de escurecimento de
algumas frutas até a neurodegeneracéo do Parkinson. Assim, o acido kéjico € um importante metabdlito que possui a
propriedade de inibi¢do da enzima tirosinase em relagdo a produgdo de melanina. Com isso, 0 &cido kdjico é muito
utilizado na medicina, caracterizando-se dessa forma como importante para certos tipos de tratamentos. Sendo assim,
neste projeto utilizamos abordagens de modelagem molecular para analises de derivados do &cido kdjico, alvo
molecular contra a enzima tirosinase, inicialmente a otimizac&o e parametrizacdo foram realizadas através do método
semi-empirico PM3. Posteriormente os métodos foram otimizados pelo método TFD, em seguida utilizando o
programa computacional MVD foi realizado os célculos de energia para as moléculas. Tendo como guia para a
definicdo de pardmetros estruturais a estrutura do Tropolone para as analises computacionais visando o acido kéjico e
seus derivados. Dessa forma, os resultados obtidos nas simulagGes chegaram a satisfacdo. Baseado nos valores de
energia obtidos através das andlises, os derivados 2,3,8 e 9 sdo sugeridos como moléculas potenciais candidatos a
inibidores da tirosina.
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Abstract

Tyrosinase is an enzyme that participates in melanin biosynthesis. Therefore, it is considered a very important enzyme
for some physiological processes, in addition, it is involved from the browning process of some fruits to Parkinson's
neurodegeneration. Thus, kojic acid is an important metabolite that has the property of inhibiting the tyrosinase
enzyme in relation to the production of melanin. Thus, kojic acid is widely used in medicine, thus characterizing itself
as important for certain types of treatments. Therefore, in this project we use molecular modeling approaches to
analyze kojic acid derivatives, a molecular target against the tyrosinase enzyme, initially the optimization and
parameterization were performed using the semi-empirical PM3 method. Subsequently, the methods were optimized
by the TFD method, then using the MVD computer program, the energy calculations for the molecules were
performed. Taking as a guide for the definition of structural parameters the Tropolone structure for computational
analyzes targeting kojic acid and its derivatives. Thus, the results obtained in the simulations reached satisfaction.
Based on the energy values obtained through the analysis, derivatives 2,3,8 and 9 are suggested as potential candidate
molecules for tyrosine inhibitors.

Keywords: Tyrosine; Kojic acid; New inhibitors; Molecular modeling; SAR; Docking.

Resumen

La tirosinasa es una enzima que participa en la biosintesis de melanina. Por ello, se considera una enzima muy
importante para algunos procesos fisiol6gicos, ademas, interviene desde el proceso de pardeamiento de algunas frutas
hasta la neurodegeneracion del Parkinson. Asi, el acido koéjico es un metabolito importante que tiene la propiedad de
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inhibir la enzima tirosinasa en relacién con la produccion de melanina. Asi, el acido kéjico es ampliamente utilizado
en medicina, caracterizdndose asi como importante para cierto tipo de tratamientos. Por lo tanto, en este proyecto
utilizamos enfoques de modelado molecular para el analisis de derivados del acido kéjico, un objetivo molecular
contra la enzima tirosinasa, inicialmente la optimizacion y parametrizacion se realizaron utilizando el método
semiempirico PM3. Posteriormente, los métodos fueron optimizados por el método TFD, luego, utilizando el
programa informatico MVD, se realizaron los calculos de energia para las moléculas. Teniendo como guia para la
definicion de parametros estructurales la estructura de la Tropolona para los analisis computacionales con vistas al
acido kdjico y sus derivados. Asi, los resultados obtenidos en las simulaciones alcanzaron la satisfaccion. Con base en
los valores de energia obtenidos a través de los analisis, los derivados 2,3,8 y 9 se sugieren como moléculas
candidatas potenciales para inhibidores de tirosina.

Palabras clave: Tirosina; Acido kéjico; Nuevos inhibidores; Modelado molecular; SAR; Acoplamiento.

1. Introducgéo

A tirosinase (EC 1.14.18.1) é uma enzima binuclear que contém um cobre como cofator redox no seu sitio ativo, e
através de reagdes de hidroxilagdo, (atividade monofenolase), oxidacéo (atividade difenolase), seguida de polimerizagdo, forma
melanina (Li et al., 2019; Abbas et al., 2017). A tirosinase, est4 envolvida tanto nos processos de escurecimento de frutos,
guanto em mecanismos de neurodegeneracdo de Parkinson (Yimei Xu et al., 1997). A producdo de melanina pela tirosinase é
essencial para a prote¢do da pele frente as radiagdes solares (Maeda & Fukuda, 1991).

A melanina consiste em uma substancia quimica que se apresenta na forma de compostos poliméricos que séo
derivados da tirosina presente na maioria dos reinos de seres vivos (Cordero & Casadevall, 2020), constituindo-se em um
pigmento escuro produzido em organelas elipticas, que por sua vez sdo especializadas na sintese de melanina, conhecidas
como melanossomas localizadas dentro de células situadas principalmente na epiderme, conhecidas como melanécitos. Tal
pigmentacéo é ocasionada pela enzima tirosinase na execucdo da melanogénese (Cichorek et al., 2013).

A melanina ndo consiste em uma substancia Unica e isolada, mas a mesma compfe-se em um grupo de Varias
substancias, possuindo entre elas propriedades semelhantes. Dessa forma, sdo estruturas escurecidas ocasionadas pela
polimerizagdo oxidativa de inddlicos e fendlicos, estado agregadas a proteinas e carboidratos podem ser encontradas em
animais, plantas e microrganismos (de Paulo Farias et al., 2020; Krepsky et al., 2009).

A enzima tirosinase responsavel em desempenhar a biossintese da melanina se compreende em trés dominios: o
dominio interno, sendo responsavel pelo desempenho catalitico, contém residuos de histidina, onde tais residuos realizam
ligacBes a ions de cobre, atuando no transporte da enzima (H. Lee et al., 2014; S.-R. Lee et al., 2005).

O Acido kéjico (AKJ) consiste em um metabdlito natural produzidos por alguns fungos tendo a capacidade de inibir a
acdo da enzima tirosinase na producéo de melanina. Assim, o AKJ e outros derivados sdo utilizados em diversos objetivos na
medicina dentre elas a radioprotecdo contra raios solares e agdo clareadora de pele em forma de creme sdo algumas
delas(Saeedi et al., 2019).

Diante disso, 0 AKJ e seus derivados sdo amplamente utilizados na medicina para diversas finalidade e tratamento,
evidenciando a sua importancia na buscar e elucidagdo do funcionamento de tais molécula frente a processos ainda nédo
totalmente elucidados. O Acido Kdjico possui amplo perfil farmacoldgico, ¢ tido padrdo positivo para tirosinase(Saghaie et al.,
2013).

O Acido kéjico inibe a etapa monofelase de forma competitiva e a etapa difenolase por inibicdo mista Dessa forma, o
AKJ possui a capacidade de desempenhar uma afinidade com o sitio ativo da enzima tirosinase, ocorrendo quelagcdo com ions
CU+2 que estdo presentes. Além disso, em um sitio ativo diferente ocorre uma ligacdo, onde é realizado uma inibicdo néo-
competitiva (Schurink et al., 2007; Sendovski et al., 2011).

No entanto, o AKJ é utilizado de forma limitada pela indUstria de cosméticos, devido sua toxicidade aumentando a

possibilidade de possiveis reagdes adversas, ou seja, reagdes ndo desejadas, tornando algo perigoso a salde do paciente a qual
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utiliza, e pela instabilidade das formulacdes produzidas, assim é necessario uma limitacdo da utilizacdo dessa substancia
(Saghaie et al., 2013).

Estes estudos ressaltam a importancia do desenvolvimento de novos inibidores de tirosinase derivados do AKJ, pois,
inimeros compostos tém sido relatados na atualidades, mas, a maioria ndo sdo potentes o suficiente para proporcionar o
inibicdo desejada, ou ndo possuem perfis farmacologico terapéuticos adequados para determinados tratamentos (Wen et al.,
2010; You Xu et al., 2011; You et al., 2015).

A modelagem molecular permiti a criacdo, manipulacdo de modelos representativos fidedignos as estruturas reais,
permitindo também a realizacdo de calculos fisico-quimicos (Aradjo et al., 2020; da Silva Junior et al., 2021; Ledo et al., 2020;
Neto et al., 2020; Santana de Oliveira et al., 2020). Logo, a modelagem molecular é uma ferramenta para producéao direta e
indireta de potencias candidatos a farmacos. Sendo de forma indireta quando ndo é de conhecimento a estrutura representativo
receptor, que possibilitariam pardmetros para a elucidacdo da relagdo estrutura atividade do alvo trabalhado em questdo
(Almeida et al., 2021; Castro et al., 2021; Lima et al., 2020; Thomsen & Christensen, 2006). E de forma direta quando se é
conhecida a forma tridimensional do alvo biol6gico em questdo trabalhado, possibilitando assim compreender as interacdes

envolvidas no complexo em questéo.

2. Metodologia
2.1 Teoria do funcional de densidade

A otimizacdo da geometria e obtengdo de pardmetros tedricos foi realizada através do método semi-empirico PM3
(Terceira Parametrizacdo). As geometrias obtidas pelo método PM3 foram otimizadas pelo método da Teoria do Funcional de
Densidade (TFD) usando o conjunto de base 6-31G (d,p). Somente as conformacgdes mais estaveis para as moléculas estudadas
forma utilizadas. Nesta etapa, os calculos quimicos para os derivados foram realizados utilizando os Gaussian09 (Frisch et al.,
2009).

2.2 Molecular docking

Através do programa Molegro Virtual Docker (MVD®) (Neves Cruz et al., 2020; Ramos et al., 2020; Santos et al.,
2020), foram realizados célculos de energia de interacdo, do AKJ e 12 derivados, no sitio ativo da enzima tirosinase, utilizando
o algoritmo MolDock (EScore = Einter + Eintra), onde Einter é a energia de interacdo ligante-proteina e Eintra € a energia
interna do ligante (Costa et al., 2020; Santana de Oliveira et al., 2021). A analise foi baseada no modelo cristalografico da
tirosinase tipo Agaricus bisporus (Data Bank Protein, codigo PDB: 2Y9X). A estrutura do Tropolone (OTR) foi submetida ao
redocking e utilizada como guia para definir os parametros estruturais e validar a estratégia computacional no docking do AKJ

e derivados.

3. Resultados e Discussao

Os derivados planejados séo exibidos na Figura 1.
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Figura 1. Derivados no acido kojico. Os atomos representados em cinza sdo atomos de carbono, em vermelho atomos de

oxigénio, em azul escuro 4tomos de nitrogénio, em azul claro &tomos de hidrogénio e em verde 4tomos de cloro.
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Fonte: Autores.

Durante as simulagdes observou-se que as orienta¢fes vinculativas e geometrias para 0 OTR acoplado no sitio ativo

2Y9X pode ser sobreposta e sdo consistentes com a estrutura de raios-X publicada exibida na Figura 2.

Figura 2. Docking do AKJ no sitio ativo da tirosinase.

Fonte: Autores.

O AKJ e os 12 derivados testados foram ancorados na mesma regido que o inibidor OTR. Esses resultados séo
consistentes com modelos obtidos para ancoragem em tirosinase de A. bisporus2. Além disso, demonstraram boa afinidade
com o sitio receptor e menor energia quando comparados ao inibidor (OTR: -57.478kcal.mol-1). Os derivados 2,3,8 e 9
demonstraram valores de MolDock Score (kcal.mol-1) de -71.3983, -70.0027, -71.6849 e -72.6554, respectivamente. Estes
resultados sdo corroborados por estudos anteriores que sugerem que a introducdo de elementos eletronegativos pode contribuir

para a ligagdo do possivel inibidor a cadeia lateral da enzima.

4. Concluséo
Os resultados das simulagdes de Docking foram satisfatorios. Os valores de energia obtidos sugerem que os derivados

2,3,8 e 9 podem ser potenciais candidatos a novos inibidores da tirosinase.
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