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Resumo

A tirosinase é uma enzima chave na melanogénese, uma via biossintética para a
formacdo do pigmento melanina na pele humana, cuja inibi¢do € importante como base de
formulacdes utilizadas para o tratamento de manchas e hiperpigmentacdo da pele. Fontes
botanicas de inibidor para uso cosmético sao altamente desejaveis por sua compatibilidade com
a pele e diminuicdo dos efeitos colaterais. Nesse sentido, estudos anteriores relataram a
atividade anti-tirosinase do extrato de Schinus terebinthifolius e, no presente contexto,
avaliamos a interacdo dos componentes desse extrato com a tirosinase humana utilizando
ferramentas computacionais. Como a estrutura cristalina da tirosinase humana ndo esta
disponivel no Protein Data Bank, realizou-se a modelagem de homologia em trés softwares
(SWISS MODELL, Schroédinger e Modeller) para prever a estrutura da tirosinase humana. A
qualidade estereoquimica, por sua vez, foi avaliada usando grificos de Ramachandran e Z-
score; e, além disso, vdrias abordagens in silico, como docking molecular, MM-GBSA
dindmica molecular (MD), MM-PBSA, MIA-QSAR e predi¢do da permeabilidade da pele,
foram empregadas para rastrear os compostos responsdveis pela regulacdo negativa da atividade
enzimadtica a fim de propor moléculas similares e mais potentes. Apds realizados os cédlculos e
andlises dos resultados, temos que o composto que apresentou maior potencial para aplicacio
cosmética foi a luteolina 17. Na proposta de moléculas similares mais potentes, pode ser
interessante estudar os derivados de 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22, que apresentaram
menor energia livre de ligacdo (49, 50, 47 e 29) para aplicacdo na industria alimenticia com o
intuito de evitar perdas decorrentes do escurecimento de frutas. Em ambos os casos seriam

necessarios testes in vitro € in vivo para confirmar o potencial de acdo das moléculas.



Abstract

Tyrosinase is a key enzyme in melanogenesis, a biosynthetic pathway for the formation
of the pigment melanin in human skin, the inhibition of this enzyme is important as a base of
formulations used for the treatment of skin blemishes and hyperpigmentation. Botanical sources
of inhibitors for cosmetic use are highly desirable for their skin compatibility and lessening of
side effects. Previous studies had reported the anti-tyrosinase activity of extract of Schinus
terebinthifolius; in this context, we evaluated the interaction of the components with human
tyrosinase using computational tools. Since the crystal structure of human tyrosinase is not
available in Protein Data Bank, homology modeling in three software (SWISS MODELL,
Schrodinger and Modeller) was used to predict the structure of human tyrosinase. The
stereochemical quality was evaluated by using Ramachandran plots and Z-score. Multiple in
silico approaches such as molecular docking, MM-GBSA, molecular dynamic (MD), MM-
PBSA, MIA-QSAR and skin permeability prediction were employed to screen the compounds
responsible for the down-regulation of enzyme activity and to propose related and more potent
molecules. After performing the calculations and analyzing the results, the compound that
presented the most significant potential for cosmetic application was luteolin 17. Searching for
more potent molecular analogues, it may be interesting to study the derivatives of 1,2,3,4,6-
penta-O-galloyl-glucose 22, which showed lower binding free energy (49, 50, 47 and 29) for
application in the food industry, in order to avoid losses, resulting from fruit browning. In both

cases, in vitro and in vivo tests would be necessary to confirm the potential of the molecules.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Rota biossintética da melanina 18
Figura 2: Folhas e frutos da arvore de Schinus terebinthifolius 20

Figura 3: Compostos do extrato das folhas de Schinus terebinthifolius em metanol, acetona e
etanol'® 2! 22

Figura 4: Estrutura da proteina relacionada a tirosinase humana (TYRP1 - PDB 5SM8L.A) 28

Figura 5: Modelo da proteina tirosinase construido no MODELLER antes (laranja) e depois
(rosa) do script de enovelamento. 31

Figura 6: Detalhe do sitio ativo da proteina template co-cristalizada com a) acido kéjico, onde
amolécula de 4gua desempenha um papel de ponte entre ligante e metais e b) Tropolona, onde
a mesma molécula de dgua se mostra irrelevante. Legenda: fitas brancas — proteinas, tubos
verdes — d&tomos de carbono, tubos vermelhos — 4tomos de oxigénio, tubos brancos — dtomos de
hidrogénio, esferas azuis — Zn>*. 33

Figura 7: Estrutura dos ligantes modificados, utilizados no modelo de MIA-QSAR 37
Figura 8: Estruturas do GaussView dos ligantes utilizados no modelo sobrepostas entre si. 38

Figura 9: Grifico do Verify 3D do modelo de homologia knowledge-based da tirosinase
humana modelada usando SM8L como modelo, onde 97,71% dos residuos t€ém pontuagdo
média 3D-1D >=0,2 42

Figura 10: Grafico de Ramachandran do modelo de homologia knowledge based. O percentual
de residuos na drea mais favoréavel € de 83,20% e na drea proibida é de 1,30%. 42

Figura 11: Diagrama de interacdo ligante-proteina (a, c, e) e vista 3D da pose de docking
molecular AG MM-GBSA mais negativa (b, d, f) do 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22 (a,
b), dcido gélico 15 (c, d) e 4cido cafeico 10 (e, f). Legenda: Fitas brancas — proteina, tubos
verdes — carbono, tubos vermelhos — oxigénio, tubos brancos — hidrogénio, esferas de cobre —
Cu?*, rosa — distancia entre as interagdes ligante e cobre. 45

Figura 12: Gréfico com a média dos valores de MM-PBSA de interagdo ligante proteina,
juntamente com desvio padrdo ao longo da dindmica de 100ns para os ligantes 1-22. 48

Figura 13: Grifico com a média dos valores de MM-PBSA de interacdo ligante com os fons
Cu?*, juntamente com desvio padrdo ao longo da dinAmica de 100 ns para os ligantes 1-22. 48

Figura 14: Gréafico com a média dos valores de MM-PBSA de interacdo ligante proteina
somado a interacdo ligante com fons Cu?*, juntamente com desvio padrio ao longo da dindmica
de 100 ns para os ligantes 1-22. 49

Figura 15: Grifico de William baseado em studentized residues e sample leverages para
detectar dados discrepantes. 51

Figura 16: Grifico MIA que mostra a importancia da varidvel em diferentes regides das
estruturas sobrepostas (a) e os coeficientes de regressao PLS que mostram o impacto da varidvel
(positivo ou negativo) nas estruturas sobrepostas (b). 52

Figura 17: Compostos que apresentaram melhor AG MM-GBSA em relagdo ao ligante original
22. 58



Figura 18: Modelo energy based - Maestro 67
Figura 19: Modelo energy based — maestro apds minimizagao. 67
Figura 20: Modelo knowledge based - Maestro 67
Figura 21: Modelo knowledge based — Maestro, apds minimizacao 67
Figura 22: Modelo L8B082 (repositério) do Swiss-Model 68
Figura 23: Modelo L8B082 (repositério) do Swiss-Model apés minimizacao. 68
Figura 24: Modelo Swiss-Model 68
Figura 25: Modelo Swiss-Model ap6s minimizacao 68
Figura 26: Modelo Modeller 68
Figura 27: Modelo Modeller aps minimizacao 68
Figura 28: modelo Modeller apés aplicado o script loop (100x) 69
Figura 29: Modelo Modeller ap6s aplicado script loop (100x) e minimizado 69
Figura 30: Modelo P14679 (repositério do Swiss-Model) 69
Figura 31: Modelo P14679 (repositério do Swiss-Model) apds minimizagdo 69

Figura 32: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido kéjico (1)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua
complexada com Cu** e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagio ligante
da melhor pose - Glide com agua AG = -13,76 kcal/mol 73

Figura 33: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do metil galato (2)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem agua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacio ligante
da melhor pose - Autodock com agua AG = -11,42 kcal/mol 74

Figura 34: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina (3) obtida
por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada
com Cu?* e b) com 4gua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacio ligante da melhor
pose - Glide com 4agua AG = -33,49 kcal/mol 75

Figura 35: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do etil galato (4) obtida
por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada
com Cu** e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante da melhor
pose - Glide sem agua AG =-17,26 kcal/mol 76

Figura 36: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do catequina (5) obtida
por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada
com Cu** e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante da melhor
pose - Glide com agua AG = -17,99 kcal/mol 77

Figura 37: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do quercetina
ramnosideo (6) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a)
sem dgua complexada com Cu* e b) com d4gua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagio
ligante da melhor pose — Gold sem agua AG = -31,16 kcal/mol 78



Figura 38: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina
ramnosideo (7) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a)
sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacio
ligante da melhor pose — Glide sem dgua AG = -27,71 kcal/mol 79

Figura 39: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido elagico (8)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4dgua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacio ligante
da melhor pose — Glide com 4gua AG = -26,05 kcal/mol 80

Figura 40: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do quercetina (9) obtida
por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada

com Cu?* e b) com 4gua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagio ligante da melhor
pose — Glide com dgua AG = -31,28 kcal/mol 81

Figura 41: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do éacido cafeico (10)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Glide com dgua AG = -37,67 kcal/mol 82

Figura 42: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 4cido siringico (11)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Autodock sem 4gua AG = -26,63 kcal/mol 83

Figura 43: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido coumdrico
(12) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?'. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Gold sem dgua AG = -31,73 kcal/mol 84

Figura 44: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBS A mais negativa do 1,6-Digaloil-glucose
(13) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?'. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Glide com agua AG = -30,48 kcal/mol 85

Figura 45: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido clorogénico
(14) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Gold sem 4gua AG = -35,32 kcal/mol 86

Figura 46: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido gélico (15)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Gold sem dgua AG = -39,65 kcal/mol 87

Figura 47: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do acido 5-p-
coumaroilquinico (16) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa)
— a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu®*. ¢) Diagrama de
interacdo ligante da melhor pose — Glide com agua AG = -15,57 kcal/mol 88

Figura 48: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa da luteolina (17) obtida
por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada
com Cu?* e b) com 4gua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interaciio ligante da melhor
pose — Glide sem dgua AG =-30,91 kcal/mol 89



Figura 49: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina
ramnosideo galactosideo (18) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e
Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢)
Diagrama de interacdo ligante da melhor pose — Glide com agua AG = -35,01 kcal/mol 90

Figura 50: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina
glucoronideo (19) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) —
a) sem dgua complexada com Cu®* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de
interacdo ligante da melhor pose — Gold com dgua AG = -25,02 kcal/mol 91

Figura 51: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina
galactosideo (20) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) —a)
sem 4gua complexada com Cu** e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacio
ligante da melhor pose — Glide sem dgua AG = -34,77 kcal/mol 92

Figura 52: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do robustaflavona (21)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua
complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interacdo ligante
da melhor pose — Glide com dgua AG = -23,38 kcal/mol 93

Figura 53: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 1,2,3,4,6-penta-O-
galoil-glucopiranosideo (22) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e
Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu* e b) com 4gua complexada com Cu?*. ¢)
Diagrama de interagado ligante da melhor pose — Glide com dgua AG =-61,11 kcal/mol 94

Figura 54: Distancia entre proteina e ligantes, catequina (5-magenta), quercetina-3-O-a-
ramnosideo (6-violeta), miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-ciano), dcido eldgico (8-laranja) . 95

Figura 55: Distancia entre proteina e ligantes, 4dcido kdjico (1-magenta), metil galato (2-
violeta), miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja). 95

Figura 56: Distancia entre proteina e ligantes, 1,6-digalloil-8-D-glicose (13-magenta), dcido
clorogénico (14-violeta), acido gélico (15-ciano), dcido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja) . 95

Figura 57: Distancia entre proteina e ligantes, 1,6-digalloil-B-D-glicose (13-magenta), dcido
clorogénico (14-violeta), dcido gélico (15-ciano), dcido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja) . 95

Figura 58: Distincia entre proteina e ligantes, flavona robusta (21-magenta), 1,2,3,4,6-penta-
O-galloil-glucopiranosideo (22-violeta). 96

Figura 59: Distancia entre proteinas e ligantes, luteolina (17-magenta), miricetina- ramnosideo
1"->6" galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo
(20-laranja). 96

Figura 60: RMSD (nm) do sitio de ligacdo, a partir da proteina simulada com 4cido kdjico (1-
magenta), metil galato (2-violeta), miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja). 96

Figura 61: RMSD (nm) do sitio de ligacdo, da proteina simulada com catequina (5-magenta),
quercetina-3-O-o-ramnosideo (6-violeta), miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-ciano ), &4cido
elagico (8-laranja). 96

Figura 62: RMSD (nm) do sitio de ligacao, a partir da proteina simulada com quercetina (9-
magenta), dcido cafeico (10-violeta), dcido siringico (11-ciano), d4cido coumdrico (12-laranja).
97



Figura 63: RMSD (nm) do sitio de ligacdo, da proteina simulada com 1,6-digalloil-B-D-glicose
(13-magenta), 4cido clorogénico (l4-violeta), dcido gdlico (15-ciano), 5- 4cido p-
coumaroilquinico (16-laranja). 97

Figura 64: RMSD (nm) do sitio de ligag@o, da proteina simulada com luteolina (17-magenta),
miricetina- ramnosideo 1"'->6" galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ),
miricetina galactosideo (20-laranja). 97

Figura 65: RMSD (nm) do sitio de liga¢do, da proteina simulada com robustaflavona (21-
magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-glucopiranosideo (22-violeta). 97

Figura 66: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com catequina (5-magenta),
quercetina-3-O-a-ramnosideo (6-violeta), miricetina-3-O-a-ramnosideo (7 -ciano), &acido
eldgico (8-laranja). 98

Figura 67: RMSD (nm) do C-alfa, a partir da proteina simulada com &cido kdjico (1-magenta),
metil galato (2-violeta), miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja). 98

Figura 68: RMSD (nm) do C-alfa, a partir da proteina simulada com quercetina (4cido cafeico
9-magenta (10-violeta), acido siringico (11-ciano), 4cido coumarico (12-laranja). 98

Figura 69: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com 1,6-digalloil-B-D-glicose (13-
magenta), 4cido clorogénico (14-violeta), 4cido gélico (15-ciano), 5 dcido -p-coumaroilquinico
(16-laranja). 98

Figura 70: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com luteolina (17-magenta),
miricetina- ramnosideo 1"->6" galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ),
miricetina galactosideo (20-laranja). 99

Figura 71: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com robustaflavona (21-magenta),
1,2,3,4,6-penta-O-galloil-glucopiranosideo (22-violeta). 99

Figura 72: RMSD (nm) de ligantes, catequina (5-magenta), quercetina-3-O-o-ramnosideo (6-
violeta), miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-ciano), dcido eldgico (8-laranja ). 99

Figura 73: RMSD (nm) dos ligantes, dcido kéjico (1-magenta), metil galato (2-violeta),
miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja). 99

Figura 74: RMSD (nm) dos ligantes, quercetina (4cido cafeico 9-magenta (10-violeta), dcido
siringico (11-ciano), dcido coumdrico (12-laranja). 100

Figura 75: RMSD (nm) dos ligantes, da proteina simulada com 1,6-digalloil-B-D-glucose (13-
magenta), dcido clorogénico (14-violeta), acido galico (15-ciano), 5-p -acido coumaroilquinico
(16-laranja). 100

Figura 76: RMSD (nm) dos ligantes, luteolina (17-magenta), miricetina- ramnosideo 1"'->6"
galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo (20-
laranja). 100

Figura 77: RMSD (nm) dos ligantes robustaflavona (21-magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-
glucopiranosideo (22-violeta). 100

Figura 78: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacido de dinamica molecular
com metil galato (2). 101

Figura 79: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacio de dindmica molecular
com &cido kdjico (1). 101



Figura 80: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢do de dinimica molecular
com etil galato (4). 101

Figura 81: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dinamica molecular
com miricetina (3). 101

Figura 82: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢iao de dinamica molecular
com quercetina ramnosideo (6) 102

Figura 83: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢ido de dinamica molecular
com catequina (5). 102

Figura 84: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dinamica molecular
com miricetina-3-O-o-ramnosideo (7) 102

Figura 85: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dindmica molecular
com 4cido elagico (8) 102

Figura 86: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢ido de dinimica molecular
com 4acido cafeico (10) 103

Figura 87: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢do de dinimica molecular
com quercetina (9) 103

Figura 88: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulagc@o de dindmica molecular
com acido coumarico (12) 103

Figura 89: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢ido de dinamica molecular
com &cido siringico (11) 103

Figura 90: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dindmica molecular
com &cido clorogénico (14). 104

Figura 91: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulag¢do de dinamica molecular
com 1,6-digalloil-B-D-glucose (13). 104

Figura 92: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dindmica molecular
com 4cido 5-p-cumaroilquinico (16). 104

Figura 93: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulag¢do de dindmica molecular
com 4cido gélico (15) 104

Figura 94: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢do de dindmica molecular
com luteolina (17). 105

Figura 95: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢do de dinamica molecular
com miricetina- ramnosideo 1"->6" galactosideo (18). 105

Figura 96: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacdo de dindmica molecular
com miricetina glucoronideo (19). 105

Figura 97: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulag¢do de dinamica molecular
com miricetina galactosideo (20). 105

Figura 98: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simula¢do de dinamica molecular
com robustaflavona (21) 106



Figura 99: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da simulacido de dinimica molecular
com 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-glucopiranosideo (22-violeta). 106

Figura 100: Raio de giro do 4cido kdéjico (1-magenta), metil galato (2-violeta), miricetina (3-
ciano), etil galato (4-laranja). 106

Figura 101: Raio de giro de catequina (5-magenta), quercetina-3-O-o-ramnosideo (6-violeta),
miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-ciano), dcido eldgico (8-laranja). 106

Figura 102: Raio de giro da quercetina (4cido cafeico 9-magenta (10-violeta), dcido siringico
(11-ciano), dcido coumdrico (12-laranja). 110

Figura 103: Raio de giro de 1,6-digalloil-B8-D-glicose (13-magenta), dcido clorogénico (14-
violeta), 4cido gélico (15-ciano), 4dcido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja). 107

Figura 104: Raio de giro da luteolina (17-magenta), miricetina- ramnosideo 1"->6"
galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo (20-
laranja). 107

Figura 105: Raio de giro da robustaflavona (21-magenta) e com 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-
glucopiranosideo (22-violeta). 107



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Resultados dos testes de validacao estrutural dos modelos de homologia construidos.
39
Tabela 2: Resultados de R? de cada um dos modelos e seus respectivos ligantes 41

Tabela 3: Valor mais negativo de AG MM-GBSA, comparando os programas Glide,
AutodockVina e Gold para a protefna com e sem 4gua coordenada aos atomos de Cu* dos
ligantes 1-22. 43

Tabela 4: Menor valor de AG MM-GBSA para os ligantes modificados utilizados na
constru¢do do modelo de MIA-QSAR. 50

Tabela S: Valores de Log Kps para os componentes do extrato de Schinus terebinthifolius e
acido kéjico. 53
Tabela 6: O pais da planta, o solvente utilizado na extracdo e a quantidade de cada componente
do extrato de Schinus terebinthifolius de acordo com sua respectiva referéncia. 56

Tabela 7: O pais da planta, o solvente utilizado na extracao e a quantidade de cada
componente do extrato de Schinus terebinthifolius de acordo com sua respectiva referéncia.70



Sumario

1. Introdugao

1.1  Melanogénese

1.2  Tirosinase

1.3 Schinus terebinthifolius

1.4 Estudos in silico de intera¢des proteina-ligante

1.4.1
1.4.2
1.4.3
1.4.4
1.4.5
1.4.6
1.4.7

Modelagem por homologia
Docking

MM-GBSA

Dinamica molecular
MM-PBSA

MIA-QSAR

Permeabilidade cutianea tedrica

2 Objetivos

2.1  Objetivo geral

2.2 Objetivos especificos

2.2.1
2.2.2
223
224
2.2.5
2.2.6
2.2.7
2.2.8

Modelagem por homologia
Validacao estrutural do modelo
Calculos de docking molecular
Calculos de AG (MM-GBSA)
Dindmica molecular
MM-PBSA

MIA-QSAR

Permeabilidade cutinea teodrica

3 Metodologia

3.1 Modelagem por homologia

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14

Modeller?s
SWISS-MODEL?¢
Prime

Protein preparation wizard®’

3.2 Verificacdo da estrutura

3.2.1
3.2.2

Grifico de Ramachandran gerado no software PROCHECK 3°

Verify 3D 5!

18
18
18
20
23
23
24
25
26
26
27
27
28
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
30
30
30
31
31
31
32
32
32



33

3.3.1

Validacdo do modelo

3.3.2  Calculo de AG (MM-GBSA)

34

Docking Molecular

34.1 Preparacao dos ligantes

3.4.2  Docking molecular

3.4.2.1 Glide
34.2.2 Gold
3.4.2.3 Autodock

343 MM-GBSA

3.4.4 Dinamica Molecular
34.5 MM-PBSA
3.4.6 MIA-QSAR

3.4.7 Permeabilidade cutianea teorica

4
4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

7

Resultados
Modelagem por homologia
Verificagdo da estrutura
RMSD e re-docking
Docking molecular
Dinamica molecular
MM-PBSA
MIA-QSAR
Permeabilidade cutinea tedrica

Discussao

Conclusoes

Bibliografia

Re-docking e Root Mean Square Deviation (RMSD)

32
32
33
34
34
34
34
34
34
35
35
35
36
38
39
39
39
40
42
46
47
49
52
54
58
60



18

1. Introducao

1.1 Melanogénese

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e a primeira barreira de prote¢do contra
microrganismos e raios UV! e é classificada histologicamente em trés camadas: epiderme,
hipoderme e derme, tendo, cada uma delas, células com fungdes especificas para a protecao do
organismo. Na epiderme se encontram os melandcitos, células que fornecem pigmentacdo a
pele através da producdo de melanina, a qual € produzida através da oxidagao do aminoécido
tirosina pela enzima tirosinase.” O processo de pigmenta¢io comeca com a oxidacdo da L-
tirosina para L-dopaquinona, seguida da formagdo do dopacromo, o qual posteriormente passa
por um processo de ciclizacdo e oxidacdo intramolecular que acaba por produz o substrato para
a producdo da melanina (Figura 1).> A etapa limitante para todo o processo é a hidroxilacdo da

L-tirosina para L-3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA) catalisada pela tirosinase.*

1.2 Tirosinase

A tirosinase se trata de uma metaloenzima de cobre com crucial importancia na rota de
sintese da melanina. Em sua estrutura ha um sitio ativo composto por dois atomos de cobre,
cada um coordenado com trés residuos de histidina; os &tomos de cobre ligam-se ao oxigénio e
atuam tanto na hidroxilacdo de um monofenol (tirosina), quanto na conversao do ortodifenol
(L-DOPA) resultante em sua ortoquinona correspondente (Figura 1). Apds algumas reacdes

bioquimicas, essa ortoquinona se converterd em melanina.’

COOH 0, HO COOH o) O COOCH
HO o HO N O
o Tirosinase Tirosinase
L-Tirosina monofenolase L-DOPA difenolase L-Dopaquinona

HC O
PO
HO
0 0
S mcow PE— mCOOH
o N N
0 0
' ’ Polimerizagédo H H
0 Dopacromo
HC O

Figura 1: Rota biossintética da melanina
O envolvimento da tirosinase na producao de melanina justifica sua escolha como alvo

para inibidores com aplicagdes na industria cosmética, assim como na alimenticia,
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especialmente considerando quea melanina € a principal protecdo quimica do corpo a radiacao
ultravioleta. Existem dois tipos principais de melanina, a eumelanina e a feomelanina: a
primeira apresenta uma cor preta/marrom, enquanto a segunda apresenta tons mais amarelados
e avermelhados. S@o esses dois pigmentos que, a depender da propor¢do em que ocorrem,
definem a tonalidade de pele e cabelo de um individuo®; além de serem os responsaveis, sob o
ponto de vista fisiolégico, por proteger a pele contra raios UV. Entretanto, distirbios na
producdo de melanina podem desencadear problemas de ordem estética, como
hiperpigmentagdo e melasma, que podem ser agravados por exposicao ao sol e desequilibrios
hormonais.’

Ademais, a tirosinase também é responsavel pelo escurecimento de frutas e vegetais
como resposta ao corte e exposicao ao oxigénio, sendo alguns desses alimentos mais sujeitos
a esse tipo de reacdo, como: batatas, magds, cogumelos, bananas, pé€ssegos, sucos de frutas e
vinhos. Como se pode depreender a partir do funcionamento da reacdo, o escurecimento € mais
grave quando o alimento foi submetido a danos na superficie, enquanto que nas frutas e
hortalicas ndo cortadas ou ndo danificadas, os substratos fenolicos naturais sdo separados da
enzima por compartimentagio e o escurecimento nio ocorre.® Nesse sentido, a possibilidade de
inibicdo da tirosinase revela-se relevante para a inddstria de alimentos, uma vez que o
escurecimento nao s prejudica a aparéncia de frutas e vegetais, como também causa perda de
valor nutricional, o que se atribui a destruicdo de aminodcidos essenciais e diminui¢do na
digestibilidade.’

Apesar de um grande nimero de inibidores para a tirosinase ja terem sido identificados,
poucos sao de fato utilizados devido a questdes de seguranca e performance in vivo. Alguns
estudos apontam que o dcido kéjico e em especial a hidroquinona, ainda que muito usados na
industria cosmética, podem causar reacdes adversas, de tal modo que hoje a hidroquinona € um
ingrediente proibido na Unido Europeia.'” J4 no caso da inddstria alimenticia, os inibidores
usados sdo restritos pelo sabor, seguranca e viabilidade econdmica. Tradicionalmente eram
usados sulfitos, mas como podem causar reacdes alérgicas e alteracdo do sabor, atualmente é
usada uma mistura de 4cido citrico com asc6rbico, mas que também € uma alternativa pouco
eficiente, uma vez que o 4cido ascorbico € rapidamente consumido pelo processo de reducao
da tirosinase.!!

Dessa maneira, incentiva-se a constante busca por novos inibidores que nao causem
efeitos adversos. Tendo isso em vista que metabdlitos e derivados de plantas tém se apresentado
como alternativas promissoras tanto para a industria de alimentos, uma vez que a percep¢ao de

r

‘natural’ ¢ um fator importante para a melhor aceitagdo de tecnologias alimenticias; assim como
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para a industria cosmética, pois sdo uma boa dire¢do e fonte de inspiracdo, pois sdo mais
propensos a ter maior compatibilidade biolégica com a pele e melhor aceitagdo pela demanda
cosmética do consumidor.'> Um exemplo é a aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius),

cujo extrato apresenta, dentre muitas propriedades, atividade anti-tirosinase.!?

1.3 Schinus terebinthifolius

Também conhecida como aroeira vermelha, pimenta rosa e aroeira da praia, a Schinus
terebinthifolius é uma planta utilizada na medicina popular para tratamentos no sistema
urogenital e, segundo a literatura, possui atividade antimicrobiana e anti-inflamatodria. Trata-se
de uma espécie nativa brasileira que ocorre em biomas brasileiros como mata atlantica, cerrado
e pampas'4, além de também estar presente em outros paises da América do Sul, partes da
América Central, Flérida, Europa Mediterranea, Norte da Africa, Sul da Asia e Africa do Sul.’

Na Figura 2'¢ ¢ mostrada uma imagem dos frutos e folhas da drvore.

= A

Figura 2: Folhas e frutos da arvore de Schinus terebinthifolius

Foi reportado na literatura que os extratos em acetona e metanol de aroeira
vermelha apresentaram alta atividade inibitéria da enzima tirosinase, abrindo espaco para
estudos complementares de identificacio dos compostos responsaveis por essa atividade.
Os extratos que apresentaram melhor desempenho na inibi¢do enzimética foram os das folhas
em acetona e metanol,!” e os componentes desses extratos foram identificados através de
técnicas como RMN e HPLC e reportados na literatura.® Aqueles provenientes das folhas dos
extratos em metanol, acetona e etanol foram selecionados para o presente trabalho (Figura 3).
Os métodos de extracdo e quantidades encontradas de cada composto sdo apresentados no

Anexo 2.
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Até o momento ndo € descrito na literatura qual desses compostos possuiria atividade
anti-tirosinase. Para realizar tal determinagdo € necessario avaliar a interacdo proteina-ligante
de cada um dos compostos individualmente. Como se trata de um grande niimero de compostos,
cuja separacdo e estudo experimental in vitro ndo seria simples, o presente trabalho propde a
aplicacdo de uma selecdo preliminar, utilizando-se uma metodologia de menor custo: estudos

in silico de interacdo proteina-ligante.
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Figura 3: Compostos do extrato das folhas de Schinus terebinthifolius em metanol, acetona e etanol'3?!
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1.4 Estudos in silico de interacgées proteina-ligante

Estudos computacionais de interacdo proteina-ligante vém sendo bastante utilizados
principalmente nas etapas iniciais do desenvolvimento de fairmacos, uma vez que permitem o
estudo preliminar de um grande nimero de moléculas com tempo e custo consideravelmente
menores do que estudos in vitro.* Vale ressaltar que, apesar de esses resultados serem apenas
um estudo preliminar, sendo ainda imprescindivel o estudo in vitro, por outro lado permitem
selecionar de maneira mais eficaz as moléculas que serdo direcionadas para os estudos
experimentais. Com o desenvolvimento e maior acessibilidade dos recursos computacionais,
técnicas e célculos para a andlise de grandes sistemas quimicos t€ém também se desenvolvido.

Hoje ha disponivel uma razodvel gama de ferramentas para a realizacdo de estudos in
silico de interagdes proteina-ligante que possibilita obter resultados acurados para a
identificacdo de potenciais inibidores.?* O processo de realizacdo desses estudos envolve vdrias
etapas, desde a sele¢do dos potenciais ligantes e obten¢do da estrutura da proteina, passando
por célculos de docking e dindmica molecular e, em alguns casos, estudos de energia de
interacdo por MM-GBSA (Molecular mechanics with generalised Born and surface area
solvation), MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) e FEP (Free
Energy Perturbation). O trabalho inicia-se com a obtenc¢ao da estrutura da proteina de interesse,

neste caso através da modelagem por homologia.

1.4.1 Modelagem por homologia

A modelagem por homologia é realizada através de softwares que usam diferentes
algoritmos para construir o modelo 3D da proteina. Célculos de homologia se baseiam em uma
estrutura template cuja sequéncia de aminodcidos (estrutura priméria) é similar a uma estrutura
cristalografica andloga e com estrutura tridimensional conhecida e reportada na literatura. Um
dos softwares disponiveis para célculos de modelagem por homologia é o SWISS-MODEL,*
que usa métodos de montagem de corpo rigido em que um modelo é montado a partir de um
pequeno numero de corpos rigidos obtidos do centro das regides alinhadas. A constru¢do
envolve encaixar os corpos rigidos na estrutura e reconstruir as partes nao conservadas, isto €,
ligacdes e cadeias laterais. J4 o software MODELLER? executa a modelagem pela satisfacio
das restricdes espaciais, que sdo derivadas do alinhamento, de forma que o modelo é obtido
minimizando as violagdes a essas restricoes.
Além desses, o software Prime?’, dentro do pacote Schroedinger 2020-3, calcula o

alinhamento usando uma combinag¢do de sequéncia e informagdes da estrutura secundéria da

proteina template. A estrutura € construida levando em consideracdo solvente, ligante, campo
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de forca e outras contribui¢des por meio de uma série de algoritmos. Sdo usadas bibliotecas de
rotameros de cadeia lateral e diédricas de cadeia principal, derivadas de estruturas do PDB
(Protein Data Bank)® para a construciio de cadeia principal e cadeias laterais. Partes da
sequéncia que nao se alinham ao modelo, como loops, sdo construidas usando um procedimento
ab initio que incorpora solvatacdo.”’

Uma vez construido o modelo, sdo realizados os cdlculos de interagdo entre proteina e
ligante, o docking molecular propriamente dito. Nos cdlculos de docking molecular, um
algoritmo gera uma série de poses para os ligantes e atribui a elas uma pontuagdo de acordo

com as interacdes que o ligante nessa pose apresenta com a proteina®

; semelhante ao problema
“chave-fechadura”, na qual o calculo de docking procura a posi¢do correta para a “chave”.
Entretanto, devido a flexibilidade tanto da proteina quanto do ligante, alguns autores

consideram mais apropriado a analogia “mao-luva”.?!

1.4.2 Docking

O docking molecular € uma ferramenta importante que faz parte de uma estratégia
utilizada na descoberta de substancias bioativas denominada structure-based drug design
(SBDD), isto €, se baseia em uma estrutura 3D da proteina alvo, que pode ser obtida tanto
através de técnicas de cristalografia de Raios-X e RMN, como através da modelagem por
homologia. Trata-se do estudo do comportamento de pequenas moléculas dentro do sitio ativo
de proteinas. O método consiste em determinar a melhor posi¢do entre ligante e proteina e
prever a afinidade entre ambos.* Essa afinidade é calculada usando diferentes pardmetros
dependendo do programa utilizado. Neste trabalho foram explorados vérios programas com
diferentes pontuacdes, de forma a obter uma diversidade maior de poses a serem analisadas.*?

No programa Glide,** a forma e as propriedades do receptor sdo representadas em um
grid e usando diversos conjuntos de campos, que por sua vez fornecem uma pontuagdo
progressivamente mais acurada da pose do ligante, conforme ela € gerada. Esses campos sao
calculados previamente, logo necessitam ser calculados apenas uma vez para cada receptor. A
partir de um conjunto de conformagdes do ligante inicial, as quais sdo selecionadas a partir de
uma enumeracao exaustiva dos minimos no ligante, sdo criadas poses em toda a drea da caixa
pré-definida . Essa pré-selecdo reduz drasticamente a regido do espago sobre o qual sdo
realizadas avaliacOes de energia computacionalmente caras e também evita o uso de métodos
estocdsticos.™

No caso do Autodock® e do Gold,* ambos utilizam o algoritmo genético para gerar as

poses. Cada grau de liberdade do ligante € um gene e 0 mesmo pode sofrer mutag@o ou crossing
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over. No caso da mutacdo, uma alteracao aleatdria € gerada e no crossing over ocorre uma troca
de genes. Essas poses geradas sdo ranqueadas de acordo com a pontuagdo de cada programa.
Apesar de a mutagao ser um método estocastico, com a realizag¢do de varios ciclos de cdlculos
feitos de forma independente, o resultado serd estatisticamente 0 mesmo.

Essas pontuagdes, tanto no caso do Gold e Autodock, quanto no caso do Glide, ndo se
correlacionam diretamente a for¢a de ligacdo ou AG de interacdo proteina-ligante. Uma vez que
calculos de docking molecular sdo utilizados para escanear vastas bibliotecas de potenciais
ligantes, e para tal, um baixo custo computacional é necessario, uma série de aproximagdes sao
feitas. Para uma melhor predicdo de energias de interagdo, sdo utilizados cdlculos mais acurados

e dispendiosos, como 0 MM-GBSA.*’

1.4.3 MM-GBSA
MM-GBSA € uma sigla vem de Molecular Mechanics-

Generalized Born Surface Area, técnica em que € calculado o AG de intera¢do entre pequenas
moléculas e proteinas através de uma combinagdo entre energia da fase gasosa (MM —
molecular mechanics), energia de solvatacao eletrostatica (GB — generalised Born) e
contribuicdo da energia de solvataciio nio-eletrostdtica (SA — surface area).’® Essa energia
pode ser calculada em figuras estaticas provenientes de estruturas criptograficas, tanto em
poses de docking , como também a partir da média das poses geradas por uma

dindmica molecular.

O MM-GBSA possui maior nivel de complexidade e custo computacional do que a
pontuacdo gerada pelo docking molecular, sendo mais eficaz quando aplicado apds uma
dindmica molecular. Além disso, existem ainda técnicas de melhor correlacdo com dados
experimentais, por exemplo o FEP (Free Energy Perturbation),”® que calcula a diferenca de
energia livre entre estados. Desse modo, com o FEP € possivel tracar um mapa de energia livre
ao longo do tempo da interacdo proteina-ligante, levando-se em conta efeitos como solvatagdo
e flexibilidade. Porém, como a abordagem do FEP possui um alto custo computacional, o
método MM-GBSA torna-se mais conveniente, pois permite uma rapida e acurada estimativa
da energia de ligacdo. Um estudo que comparou FEP e MM-GBSA com dados experimentais
para uma série de inibidores de PLK1 mostrou que enquanto o FEP apresentou um 7 = 0,854,
o MM-GBSA teve seu 7 = 0,767, enquanto requer apenas um oitavo do tempo das simulacdes
de FEP.*

O célculo de MM-GBSA ¢ indicado para filtrar modos de ligacdo irrelevantes, facilitar

a escolha de poses e reduzir o nimero de cdlculos de maior acuricia e custo computacional,
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assim como uma melhor selecdo de ligantes que podem ser levados para uma fase de estudo in
vivo.*! Neste trabalho, as melhores poses geradas pelo docking molecular foram definidas
utilizando-se 0o MM-GBSA, uma vez que nio seria possivel comparar as pontuacdes de docking
entre os programas Autodock, Gold e Glide. Essas poses foram também o ponto de partida para
os cdlculos de dindmica molecular, a fim de avaliar como essa interacdo se comporta ao longo

do tempo.

1.4.4 Dinamica molecular

Célculos de dindmica molecular (MD — Molecular Dynamics) vém emergindo como
uma técnica eficaz no entendimento de sistemas bioldgicos, providenciando melhor
compreensdo do comportamento dindmico de sistemas macromoleculares usando
conhecimentos de nivel atdmico.*? Trata-se de uma ferramenta muito poderosa, uma vez que
permite observar como grandes sistemas se comportam ao longo do tempo, conjuntamente com
o fato de que € possivel controlar uma série de varidveis, como a exata posicao da proteina,
concentracdo de eletrdlitos, posicao do ligante, solvente e tempo de duragdo.

Caélculos de MD utilizam o método numérico baseado na equacdo de Newton do
movimento de um sistema contendo N-corpos, que atualiza iterativamente as forcas das
particulas e as energias potenciais do sistema compostas por potenciais inter e intra-atdbmicos
ou campos de forca. Durante as simulagdes de MD, coordenadas, velocidades, forcas e energias
potenciais sao calculadas a cada passo, cujo intervalo temporal ¢ denominado “passo de tempo”.
Quanto menor o intervalo de tempo, mais acurada a simulagdo se torna, porém com maior custo
computacional.*> No presente estudo, o cilculo de dindmica molecular serd utilizado para
avaliar a interagdo proteina-ligante ao longo do tempo, utilizando como ponto de partida as
poses advindas dos célculos de docking e que apresentaram valor AG tedrico mais negativo

(também nos célculos de docking).

1.4.5 MM-PBSA
O MM-PBSA se trata de uma técnica muito semelhante ao MM-GBSA, descrito
anteriormente. A sigla MM-PBSA vem de Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface
Area e a principal diferenca entre as técnicas é que no caso do MM-PBSA a energia de
solvatacdo eletrostdtica é calculada utilizando-se a aproximagdo de Poisson-Boltzmann*,
enquanto que no caso do MM-GBSA a aproximacio utilizada é Generalized Born.*> Apesar de

0 MM-PBSA apresentar algumas limitaces no célculo de entropia, hd uma boa integracdo com

o software usado para calcular as dinimicas moleculares, o GROMACS 2019.4
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1.4.6 MIA-QSAR

O MIA-QSAR (Multivariate Image Analysis aplicada ao QSAR) é uma técnica de
andlise multivariada de imagem aplicada a relacdo quantitativa estrutura-atividade na qual os
descritores sdo pixels de imagens bidimensionais de estruturas quimicas 2D, que se
correlacionam a propriedades bioativas. A aplicacdo dessa técnica tem como resultado
ferramentas grificas que usam coeficientes de regressdo PLS (do inglés — Partial Least
Squares) e as pontuacdes de importancia varidvel na projecdo (VIP — Variable Importance in
Projection) para fornecer informagdes sobre a mudangas estruturais responsaveis por atividades
biolégicas aumentadas ou atenuadas em uma série de compostos.*’ Foi realizado estudo com o
MIA-QSAR para propor melhorias sintéticas e entender melhor as interagdes entre a proteina e

o ligante, com o objetivo de aumentar o percentual de inibicao.

1.4.7 Permeabilidade cutanea tedrica
Pensando em aplicagcdes cosméticas, a absorc@o de ativos através da pele € um fator de
crucial importancia. Por isso, € a fim de enriquecer o presente trabalho, foram realizados

estudos tedricos de permeacdo cutinea utilizando-se o software web-based SWISS-ADME.*3
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Analisar a interacdo proteina-ligante entre a tirosinase humana e os componentes dos
extratos em metanol, acetona e etanol das folhas de aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius)
usando as técnicas de docking molecular, MM-GBSA, MIA-QSAR e dinadmica molecular.

Busca-se, principalmente, avaliar o potencial de inibicdo dos componentes dos extratos.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Modelagem por homologia
Levando-se em conta que a estrutura cristalogréafica da tirosinase humana ndo estd
disponivel no PDB (Protein Data Bank), tornou-se necessirio construir um modelo por
homologia. Nesse sentido, foram construidos modelos em trés programas diferentes: SWISS-
MODEL, Modeller e Prime, usando como femplate a proteina relacionada a tirosinase humana

(Figura 4, TYRP1 - PDB 5MSL.A).*

Figura 4: Estrutura da proteina relacionada a tirosinase humana (TYRP1 - PDB SMSL.A)

2.2.2 Validacao estrutural do modelo
Uma vez construidos os modelos da tirosinase humana, suas estruturas foram validadas
através de softwares web based como o PROCHECK *° e o Verify 3D,>! de forma a escolher o

melhor modelo.

2.2.3 Calculos de docking molecular
Realizaram-se célculos de docking molecular entre o melhor modelo escolhido e os
compostos encontrados nos extratos de aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) usando os

softwares GOLD, Autodock Vina e Glide.
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2.2.4 Calculos de AG (MM-GBSA)
Foi calculado o AG tedrico utilizando o programa Prime a fim de comparar as poses
geradas pelos diferentes programas.
2.2.5 Dinamica molecular
A partir das poses de docking molecular com AG MM-GBSA mais negativo, foram
realizados célculos de dindmica molecular buscando avaliar a interacido ao longo do tempo do

sistema ligante-enzima-solvente.

2.2.6 MM-PBSA
As trajetorias de dindmica molecular foram submetidas ao calculo de MM-PBSA a fim

de avaliar a forc¢a de interagdo entre ligante e proteina.

2.2.7 MIA-QSAR
Foram propostas alteragdes nos grupos ligantes, e os novos ligantes submetidos a um
estudo de correlacdo imagem-propriedade, a fim de propor melhorias sintéticas e melhor
compreender as interacdes proteina-ligante. Para tanto, a propriedade avaliada foi o AG MM-

GBSA.

2.2.8 Permeabilidade cutanea tedrica
Com o auxilio do software Swiss-ADME, foram avaliados os valores de Kps dos
componentes do extrato de Schinus Terebinthifolius, os quais foram comparados ao composto

referéncia da literatura: o acido koéjico.
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3 Metodologia

3.1 Modelagem por homologia

Uma vez que a estrutura cristalografica da tirosinase humana nao se encontra disponivel
no Protein Data Bank, tornou-se necessario construir um modelo por homologia, usando como
template a protefna com maior indice de identidade e resolugfo.> Para isso, foram construidos
modelos utilizando-se os programas SWISS-MODEL, Schroedinger 2020 e Modeller. A
sequéncia utilizada no formato FASTA foi obtida na base UniProt>® (Cédigo L8B082) e a partir
disso foi realizada uma busca usando a plataforma BLAST,>* que analisa, em toda a base do
PDB, as proteinas com sequéncia semelhante, ou seja, com maior identidade. Por fim, a proteina
template (modelo) escolhida foi a proteina relacionada a tirosinase humana (TYRP1 - PDB
SMSL.A) por ser a de maior homologia com a proteina de interesse (ID 43.32%) e de maior
resolucao (2.35 A).

Em todos os softwares utilizados, apos gerado o modelo, foi necessdrio realizar uma
alteracdo estrutural, pois o metal de coordenacdo do template € o zinco, enquanto que o da
proteina de estudo € o cobre. Como método de selecio do modelo, usou-se como base os
resultados da etapa de verificacdo da estrutura; além disso, vale mencionar que o protocolo de
geracdo de modelo em cada um dos programas ¢é ligeiramente diferente, sendo mais
automatizado em alguns casos do que em outros. Contudo, as etapas gerais foram as seguintes:
o alinhamento entre a estrutura template e a sequéncia da proteina que se deseja modelar e, em

seguida, a constru¢cdo do modelo em si.

3.1.1 Modeller®
O Modeller é, dentre os softwares analisados, o menos automatizado. Com ele, foi
realizado o alinhamento da sequéncia alvo e femplate utilizando-se o software web-based
Clustal W.>® Nessa etapa, foram gerados 100 modelos com sua pontuacdo, sendo o de maior
pontuacdo escolhido para as etapas seguintes. A fim de refinar o modelo, foi aplicado o script
fornecido pelo préprio software para corre¢do de enovelamento: loop (100x) do aminodcido
453 ao 529. A Figura 5 mostra a diferenga que o script fez no enovelamento (apesar de uma

eficdcia limite, ndo gerando mais melhorias significativas acima de 100x).
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Figura 5: Modelo da proteina tirosinase construido no MODELLER antes (laranja) e depois (rosa) do script de
enovelamento.

3.1.2 SWISS-MODEL?¢
A plataforma SWISS-MODEL viabiliza todo o processo de alinhamento e geracio de
modelo automatizado, sendo necessario apenas fornecer a sequéncia de aminoacidos. A partir
disso, a plataforma sugeriu a proteina template utilizada neste trabalho e a partir da qual se
obteve um modelo; ademais, também foram sugeridos modelos ja construidos anteriormente,
disponiveis em seu repositério®® (P14679 e L8B082), os quais foram baixados e submetidos a

mesma andlise que os demais.

3.1.3 Prime

Para a modelagem no programa maestro foi utilizado o Prime - Structure Prediction
Wizard, que disponibiliza dois algoritmos de alinhamento: o Clustal W e o Prime STA. Entre
eles, o primeiro foi o escolhido, uma vez que gerou melhores resultados de identidade (41%),
enquanto o segundo gerou apenas 28%. Na etapa seguinte foram gerados dois modelos
incluindo apenas os metais da proteina template, utilizando dois métodos disponiveis no
software: um que usa como base segmentos de estruturas conhecidas para a constru¢do das
lacunas ou gaps do femplate (knowledge-based), e outro que usa como base a energia para o

preenchimento das mesmas (energy-based).

3.1.4 Protein preparation wizard>’

As estruturas geradas foram otimizadas utilizando o programa Protein Preparation
Wizard do pacote Schroedinger 2020-3, como qual é possivel corrigir pequenos erros na
estrutura, como hidrogénios faltantes, cadeias laterais e loops incompletos, estados de
protonacao ambiguos e residuos invertidos. As corre¢des foram feitas em trés etapas, sendo a
primeira um pré-processamento, no qual foram atribuidas ordens de ligacdo, adicionados

hidrogénios, definida como zero a ordem de ligacdo de metais e protonagao de acordo com pH
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fisiolégico (742). A etapa seguinte consistiu em otimizar a rede de ligagdes de hidrogénio,
sendo escolhida a opcdo de otimizacdo padrdo. J4 na terceira e Ultima etapa, a proteina foi

minimizada utilizando um campo de forca, no caso o OPLS3e.”8

3.2 Verificacdo da estrutura
A fim de definir qual modelo seria usado nas etapas seguintes, foram realizados os

seguintes testes de verificacao de estrutura.

3.2.1 Grifico de Ramachandran gerado no software PROCHECK *°
O software PROCHECK verifica a qualidade estereoquimica de uma estrutura de
proteina através de andlise da geometria residuo a residuo e da geometria geral da estrutura.
Desse modo, com esse servidor foi possivel observar o grafico de Ramachandran para cada um
dos modelos construidos. Os dados coletados para anélise foram as porcentagens de residuos

em regides ndo permitidas e em regidoes mais favoraveis.

3.2.2 Verify 3D 5!

A plataforma Verify 3D determina a compatibilidade de um modelo atdomico (3D) com
sua prépria sequéncia de aminodcidos (1D) atribuindo uma classe estrutural com base em sua
localizacdo e ambiente (alfa, beta, loop, polar, apolar etc.) e comparando os resultados com
boas estruturas. O requisito minimo é 80% os aminodcidos em regides permitidas.Foi utilizado

como ferramenta de avaliacdo da qualidade estrutural do modelo de homologia gerado.

3.3 Validacao do modelo
Os testes estruturais ndo foram suficientes para a escolha de um tnico modelo. Por isso,
a fim de verificar se 0 modelo gerado se comportava de forma similar a proteina template, foram

realizados célculos semelhantes a técnica de re-docking.”

3.3.1 Re-docking e Root Mean Square Deviation (RMSD)

Foi realizada comparacao entre: a estrutura do ligante co-cristalizado com a proteina
template que sdo alguns inibidores ja conhecidos (PDB SM8M - 4cido kéjico; PBD SMST —
tropolona; PDB 5SM8N - mimosina) e a pose gerada através do docking molecular com os
modelos construidos, com esses mesmos inibidores. Para facilitar a andlise calculou-se, com o
software Schroedinger 2020-3, o RMSD do ligante, usando como referéncia o ligante co-
cristalizado.

No PDB tem-se a mesma proteina template co-cristalizada com trés diferentes ligantes:

o acido kdjico, a tropolona e a mimosina. Desse modo, foram geradas 10 poses de docking para



33

cada um dos ligantes com os modelos do SWISS-MODELLER e do Maestro provenientes da
etapa anterior. Para defini¢do do grid, as proteinas referéncia do PDB foram alinhadas com os
modelos, e a coordenada do sitio ativo foi definida através dos ligantes co-cristalizados, sendo
elas: dcido kéjico (X=-31.14 Y=-4.37 Z=-25.21), mimosina (X =-30.45 Y=-5.07Z=-24.8) e
tropolona (X=-31.64 Y=-3.07 Z=-25.2).

Durante a andlise de sitio ligante, verificou-se a importancia de uma molécula de dgua
coordenada com os metais no caso do 4cido kéjico (SM8M) e da mimosina (SM8R). J4, no caso
da tropolona (5SM80), a d4gua ndo apresentava relevancia na coordenacdo do ligante aos dtomos
de Cu?** (como pode ser observado na Figura 6). Essa molécula de 4gua foi adicionada aos
modelos antes de ser realizado o docking molecular, quando necessdrio, a fim de obter
resultados de maior acurédcia possivel. Feito isso, calculou-se o RMSD entre ligante co-
cristalizado e pose de docking molecular para as 10 poses. A fim de analisar a correlacdo entre
o desvio das poses de docking para a posi¢ao do ligante co-cristalizado (RMSD) e a forca de
ligacdo, foi plotado um grafico com RMSD vs AG para cada um dos modelos e ligantes. A partir

do grafico, foi tragada uma linha de tendéncia e seu R?.

Figura 6: Detalhe do sitio ativo da proteina template co-cristalizada com a) dcido kdjico, onde a molécula de
dgua desempenha um papel de ponte entre ligante e metais e b) Tropolona, onde a mesma molécula de 4gua se
mostra irrelevante. Legenda: fitas brancas — proteinas, tubos verdes — dtomos de carbono, tubos vermelhos —
dtomos de oxigénio, tubos brancos — dtomos de hidrogénio, esferas azuis — Zn?*.

3.3.2 Calculo de AG (MM-GBSA)

Posteriormente foi realizado o calculo de AG (MM-GBSA) a fim de analisar a
correlacdo entre o desvio das poses de docking para a posi¢do do ligante co-cristalizado
(RMSD) e a forga de ligagcdo para cada um dos ligantes considerados: mimosina, tropolona e
acido koéjico. Com esses resultados foi definido o melhor modelo que seguiria para as etapas
seguintes e com o qual seria realizado o docking dos ligantes que esse trabalho se propde

analisar.
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3.4 Docking Molecular

3.4.1 Preparacao dos ligantes
Todos os ligantes foram construidos no software ChemDraw® e suas estruturas
processadas pelo software EpiK.%! Uma vez definido o melhor modelo, foi realizado o docking
do mesmo com os ligantes da Schinus terebinthifolius, gerando dez poses em cada um dos trés
programas - Glide, Gold e Autodock Vina - usando como base o modelo com e sem a dgua
coordenada aos ions cobre. Devido ao fato de as pontuagdes serem atribuidas de forma
diferentes em cada um desses programas, temos uma maior diversidade de poses, o que também

aumenta as chances de obter resultados experimentalmente coerentes.

3.4.2 Docking molecular

Foram realizados célculos de docking em trés programas: Glide, Gold e Autodock Vina.
Para todos os célculos de docking molecular, o grid gerado foi uma caixa de 20 A centralizada
no ligante 4cido kdjico, estando co-cristalizado a proteina femplate, alinhada ao modelo. Sendo
suas coordenadas na proteina: X = - 31; Y = -4, Z = -25. A proteina template possuia em sua
estrutura uma molécula de 4gua coordenada aos dois dtomos de Cu?*. Como a molécula de 4gua
foi identificada como importante na coordenacao de ligantes dessa enzima durante a andlise de
re-docking,foi realizado o docking dos componentes do extrato de Schinus Terebinthifolius com

e sem a presenca dessa molécula de dgua.

34.2.1 Glide
Inicialmente um grid de docking molecular foi gerado, centralizando-o no ligante acido
kéjico co-cristalizado com a proteina template (PDB - 5SM8M), e definido um raio de 20 A. A
partir desse grid foi definido o sitio ativo no célculo de docking dos demais programas. Todos

os cdlculos foram feitos utilizando protocolo de flexible docking e pontuacdo extra precision

(Glide XP).

34.2.2 Gold
Foram realizados os cdlculos de docking molecular no programa Gold, utilizando como
sitio ativo a mesma regido escolhida para o Glide. A func¢do de pontuagido escolhida foi o CHEM
PLP, especialmente porque vem apresentado melhor performance em estudos recentes.> A

configuragdo padrdo de pesquisa, o algoritmo genético, foi utilizada.

3.4.2.3 Autodock
Os arquivos de coordenadas de proteinas e ligantes foram convertidos em um formato

PDB estendido denominado pdbqt. A grade foi definida através das coordenadas obtidas na
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etapa de docking molecular com Glide. Arquivo de parametro de grade (gpf) e arquivo de
parametro de encaixe (dpf) foram gerados. O algoritmo genético Lamarckiano foi usado como

mecanismo de busca, e foram obtidas 10 poses por ligante.

3.4.3 MM-GBSA
Com o objetivo de comparar as poses geradas nos diferentes programas, foi executado
o calculo de AG (MM-GBSA). Nesse processo, contudo, observou-se certa dificuldade em
transferir as poses geradas pelo Autodock Vina para o Schroedinger 2020-3. Isso ocorreu
porque as poses sdo geradas em formato pdbqt pelo Autodock Viana, ndo lido pelo Maestro.
Por conta disso, as imagens foram convertidas para arquivos mol2 utilizando-se o software

Open Babel®*. Em seguida a protefna foi preparada no Preparation Wizard do pacote

Schroedinger 2020-3.°7

3.4.4 Dinamica Molecular

Na etapa seguinte, os ligantes 1-22 foram submetidos a simula¢des de dindmica
molecular utilizando-se o software Gromacs 2019% e aplicando-se o campo de forga OPLS-
AA%, de forma a prever o comportamento dos ligantes no sitio ativo da enzima ao longo do
tempo. As poses com energia de ligacdo mais negativa (AG MM-GBSA) calculadas pelo Prime
foram parametrizadas usando ACPYPE® ¢ MKTOP. Na sequéncia, as estruturas foram
inseridas em uma caixa cubica de solvente para simular o ambiente fisiol6gico, enquanto ions
Na* foram adicionados para neutralizar a carga do sistema. O sistema foi submetido,
respectivamente, a: (a) minimizacdo steepest descent com restricdo de posicao por 20.000
passos; (b) minimizacdo steepest descent sem restricio de posicdo por 20.000 passos; (c)
minimizacdo do gradiente conjugado com restricio de posi¢ao para 20.000 passos; (d)
realizacdo de 500ps de dinamica molecular em condic¢Oes isotérmicas-isobdricas (NPT) com
restri¢ao de posicdo, 310 K e 1 bar; (e) Simulacdes de 100 ns em condi¢des NPT, com 310 K e
1 bar, utilizando o termostato Berendsen speed-rescaling® com periodo de 0,1 ps o baréstato

68.69 para 1 ps e registrado a cada 50 ps, totalizando 2000 frames.

3.4.5 MM-PBSA
As trajetérias de dindmica molecular (100 ns) dos ligantes 1-22 foram analisadas
utilizando o script MM-PBSA.py”’, o qual retira as moléculas de solvente e sal de cada frame
da dindmica e calcula uma estimativa de energia de ligac@o. Esse procedimento acontece através
de uma combinacdo entre energia da fase gasosa (MM), energia de solvatacdo eletrostatica

(Poisson—Boltzmann) e contribui¢do da energia de solvataciio ndo-eletrostdtica (SA).”!
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3.4.6 MIA-QSAR

Para o modelo QSAR, foram propostas modificacdes para os ligantes de energia de
ligacdo (AG MM-GBSA) mais negativa: 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-glicose 22, 4cido galico 15
e dcido cafeico 10. As modificacdes foram realizadas substituindo-se o grupo hidroxila no anel
aromdtico por F, Cl, Br, I, S-metil e para os grupos metila e etila. A partir disso, as novas
estruturas andlogas (Figura 7, 23-78) foram submetidas ao mesmo procedimento de docking
molecular descrito anteriormente. O modelo QSAR foi entdo construido utilizando-se
descritores MIA como varidveis preditoras (x) e 0 AG MM-GBSA calculado por Prime como
varidveis respostas (y). Todo o procedimento de modelagem MIA-QSAR foi realizado usando-

se o programa Chemoface.”?



0.«0q 0Cq
o ; OH o ‘0 OH
000 CH HO 090 CH
CH O OH
OH Ho sy o OH oy oH
OH OH
BR=-F BR=-F
24R=C| 3 R=Cl
25 R=Br 32R=EBr
2 R=1 BRE=|
27 R= CH, 34 R= CH,
2BR=5CH, IBR=5CH;
29 R= CHCH, 36 R= CHCH,
; ﬂ ;
\Q %_//‘@OH
HO

OH HO

MR=F
4BR=C

48 R=FBr

47 R=|

48 R= CH;
49 R= S.CH,
50 R= CHCH;

OH

@]
R
HO
CH

B5R=F
86 R=Cl

67 R=FBr

68 R=|

89 R= CHs
70 R= S-CH,
71 R= CHCH,

B1R=F
52 R=C|

53 = Br

54 R= |
55 = CH;
58 R= S.CHy
57 k= CHCH,

R

Q
CH
HO
oH

T2R =F
73R=Cl

74 R=Er

75 R=|

76 R= CHs
77T R=SCHy
78 R= CHCH,

37

37TR=F
38R=Cl
39R=Fr
40R=|
41R=CHs
42R= S CHy
43R=CHCH;

OH

58R =F
59R=Cl
80R= Br
81R=|

82R= CH,
63R=S-CHs
64R= CHCH;

Figura 7: Estrutura dos ligantes modificados, utilizados no modelo de MIA-QSAR
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Primeiramente, vale destacar que as estruturas foram desenhadas no software
GaussView 5.0,” de forma a ficarem sobrepostas (Figura 8), e a partir do que obteve-se um
snapshot de cada figura. Em seguida, essas figuras foram convertidas em matrizes a partir dos
pixels de cada imagem, onde cada cor apresenta um valor especifico. Em seguida, foi feito um
tratamento de dados no qual partes irrelevantes da figura sao removidas. O pixel de fundo tem
seu valor substituido por 0, e o valor de cada cor € substituido pelo valor de uma propriedade
especifica que se deseja correlacionar com a varidvel de resposta. No caso desse estudo, cada
pixel (descritor MIA) foi numerado de acordo com a eletronegatividade atomica de Pauling (¢),
raios de van der Waals (rvdW) e a razao entre esses dois parametros (rvdW/e); ja como variavel
de resposta foram utilizados os valores AG MM-GBSA. O modelo mais confidvel foi obtido
usando a eletronegatividade atdmica de Pauling (¢), o que implica que interagdes eletrostaticas-
dependentes podem ser mais relevantes para as energias de interacdo do que interagdes

relacionadas ao tamanho atomico.

Figura 8: Estruturas do GaussView dos ligantes utilizados no modelo sobrepostas entre si.

3.4.7 Permeabilidade cutanea teérica
O software SwissADME’* do Instituto Sui¢o de Bioinformatica foi acessado em um
servidor web, a partir do que as estruturas 2D dos compostos 1-22 foram desenhadas no préprio
servidor da Chem Axons Marvin JS. Em seguida, as estruturas foram transferidas como uma
lista de codigos SMILES para o lado direito da pagina de submissdo, que é a entrada para
calculo, e o arquivo de saida SwissADME, por sua vez, foi composto por um painel por

molécula que contém suas propriedades calculadas, como o LogKp.”
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As Figura 18- 31 referentes a cada um dos modelos construidos por homologia se

encontram no Anexo 2.

4.2 Verificacdo da estrutura

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos pelos modelos gerados nos testes estruturais

propostos. Usando como parametro de corte a proteina femplate (SM8L_A) minimizada no

Preparation Wizard, é possivel observar uma melhor performance dos modelos construidos

usando o SWISS-MODELLER e Schrédinger 2020-3, principalmente de acordo com os valores

do Verify 3D, ainda que ndo tenha havido uma diferenca significativa entre eles. Assim, foi

proposta mais uma etapa de validagdo do modelo, através do re-docking e calculos de RMSD

com relagdo ao ligante do template. Os modelos do MODELLER, nesse caso, foram excluidos

da etapa seguinte, ja que apresentaram porcentagem menor ou muito proxima a 80%.

Tabela 1: Resultados dos testes de validagdo estrutural dos modelos de homologia construidos.

- Verify Grafico de
Modelo Descri¢ao D Ramachandran
Regl.ao Regiao
mais roibida
favoravel p
SMSL_A Template 94.39% 86.50% 0.30%
SMSL_A
Preparation Template minimizado no PrepWizard 94.39 % 86.50% 0.30%
Wizard
Modeller Melhor modelo de 100 construidos 80.53% 88.50% 0.00%
Modeller ,
Preparation Melhor modelo de 100 construidos e 76.75% | 87.60% | 0.00%
. minimizado no PrepWizard
Wizard
Modeller L- 100 | Methor modelo de 100 construidos. 81.66% | 84.80% | 0.20%
aplicado o script loop 100x
Modeller L-100 Melhor modelo de 100 construidos,
Preparation aplicado o script loop 100x e 78.07% 84.10% 0.20%
Wizard minimizado no PrepWizard
Swiss P14679 Modelo do repositério do Swiss-Model 94.71% 86.90% 1.30%
Swiss P14679 . )
Preparation Modelo do repositério do Swiss-Model ¢ | g5 g0 | g3 999 1.10%
Wizard minimizado no PrepWizard
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Swiss L8B082 Modelo do repositério do Swiss-Model 94.71% 86.90% 1.30%
Swiss L8B082 s .
Preparation Modelo do repositorio do Swiss-Model e | g5 g50, | g3 909 1.10%
. minimizado no PrepWizard
Wizard
Swiss Modelo construido no Swiss-Model 94.71% 86.90% 1.30%
Swiss . .
Preparation Modelo construido no Swiss-Model e 95.86% | 83.90% 1.10%
. minimizado no PrepWizard
Wizard
Maestro energy- Mf)delo construido no Maestro com o 97 71% 36.10% 0.50%
based método energy-based
I;Zizztm energy- Modelo construido no Maestro com o
. método energy-based e minimizado no 97.71% 86.10% 0.50%
Preparation PrepWizard
Wizard P
Maestro Modelo construido no Maestro com o
knowledge-based | método knowledge-based o7 11% 83.20% 1.30%
Z/Iaes;ri)i based Modelo construido no Maestro com o
jowedse i | método knowledge-based e minimizado | 95.88% |  84.00% 1.30%
Preparation .
. no PrepWizard
Wizard

4.3 RMSD e re-docking

A fim de analisar a correlacdo entre o desvio das poses de docking molecular para a
posicdo do ligante co-cristalizado (RMSD) e a forca de ligacdo, foi plotado um gréfico com
RMSD vs AG MM-GBSA para cada um dos modelos e ligantes. Em seguida, foi entdo tracada
uma linha de tendéncia para o grafico de RMSD vs AG MM-GBSA (valor de R* obtido na
Tabela 2). Espera-se que quanto menor o desvio da pose com relacao ao ligante co-cristalizado,
mais negativo sera o AG; dessa maneira, o modelo que apresenta maior R*> e maior correlacio
entre as duas varidveis estaria mais proximo ao comportamento real. Além disso, constam
também na Tabela 2 os valores médios de RMSD obtidos para as dez poses geradas para os
célculos de docking molecular.

Com essas andlises foi possivel concluir a etapa de defini¢do do modelo, uma vez que o
que apresentou melhor correlagio em conjunto com melhores parametros geométricos-
estruturais, tendo sido selecionado o modelo construido no software maestro pelo modo
knowledge-based, sem a minimiza¢do do Preparation Wizard. Entretanto, como o software
Glide aceita somente modelos preparados no Preparation Wizard e uma vez que a diferenca

entre 0 minimizado e o nao minimizado foi pequena, optou-se por utilizar o minimizado.




Tabela 2: Resultados de R? de cada um dos modelos e seus respectivos ligantes
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Média Média
Modelo Ligante R? dos Modelo Ligante R? dos
RMSD RMSD
Energy based | “19° 02233 100 |LBBO8Z - fdcido ) heg sy
kéjico minimizado | kéjico
) . L8B082 ) )
Energy based | mimosina 0.6388 2.35 . mimosina | 0.1912 | 2.19
minimizado
Energy based | tropolona 0.0485 2.25 LSB.OS.Z tropolona | 0.2743 | 2.72
minimizado
Energy based | dcido 00746 130 |P14679 | 399 1o s165| 1.54
minimizado | kéjico kojico
Energybased | i osina | 0.6995 298 | P14679 mimosina | 0.0200 | 2.58
minimizado
Energy based |\ olona | 0.1214  2.19 | P14679 tropolona | 0.0154 | 2.55
minimizado
Knowledge L
based dcido 0279 099 |FP14679  icido 0.175 | 1.10
. kéjico minimizado | kéjico
minimizado
Knowledge
based mimosina 0.5938 P1.4.67.9 mimosina | 0.1912 | 2.19
. 2.71 | minimizado
minimizado
Knowledge
based tropolona 0.1816 P1.4.67.9 tropolona | 0.2743 | 2.72
. .. 2.57 | minimizado
minimizado
Knowleage | dcido 0.1503 121 | WSS dcido 0.0286 | 1.52
based kdjico minimizado | kéjico
Knowledge | @ imosina | 0.6857 244 | WSS mimosina | 0.1915 | 2.18
based minimizado
Knowledge | oolona | 0.1836 227 |SWISS tropolona | 0.2742 | 2.71
based minimizado
L8B082 dcido 05165  1.54 | Swiss dcido 0.5006 | 1.54
kéjico koéjico
L8B082 mimosina 0.0024 2.30 | Swiss mimosina | 0.0203 | 2.57
L8B082 tropolona 0.0154 2.55 | Swiss tropolona | 0.0155 | 2.55

O melhor modelo apresentou os seguintes resultados para sua analise estrutural no

programa PROCHECK (Figura 9) e Verify 3D (Figura 10). E importante ressaltar, contudo,

que apesar de a estrutura de tirosinase humana ndo ter sua estrutura cristalina resolvida

disponivel e esses dados ndo representarem a proximidade com a estrutura real do modelo

construido, sdo dados que apontam a qualidade estrutural do modelo.
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Kb_dry.pdb Chain 1

Figura 9: Grafico do Verify 3D do modelo de homologia knowledge-based da tirosinase humana modelada
usando SM8L como modelo, onde 97,71% dos residuos t€ém pontuagdo média 3D-1D >= 0,2

e T — e
3

Pi {degrons)
8

Figura 10: Grafico de Ramachandran do modelo de homologia knowledge based. O percentual de residuos na
drea mais favordvel é de 83,20% e na drea proibida é de 1,30%.

4.4 Docking molecular

Ap06s definido o modelo de homologia a ser utilizado, foi dado o primeiro passo para a
andlise dos componentes de extrato de Schinus Terebinthifolius: o estudo de docking molecular.
Para tanto, foram geradas 10 poses para cada um dos componentes 1-22, com e sem dgua
coordenada aos fons Cu?*, em trés programas (GOLD, Glide e Autodock Vina). Dessa forma,
foi possivel gerar poses usando diferentes algoritmos, aumentando as chances de se obter a mais
verossimil.

Uma vez que que os parametros usados em cada um dos programas sao diferentes, as
poses geradas ndo podem ser comparadas usando apenas a pontuacao de cada programa. Por
isso foram realizados calculos de AG MM-GBSA através do programa Prime do pacote
Schroedinger 2020-3, com o objetivo de comparar as poses entre si. Os valores de AG MM-

GBSA sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Valor mais negativo de AG MM-GBSA, comparando os programas Glide, Autodock Vina e Gold para

a protefna com e sem 4gua coordenada aos dtomos de Cu?* dos ligantes 1-22.

AG Progra

Ligante (kJ mi Proteina

mol™)
Acido kéjico Autodo .
) -13.77 k Com agua
Metil galato Autodo .
2) -11.43 k Com agua
Miricetina . .
3) -33.50 | Glide Com agua
1%2)1 galato -11.28 Gold Com agua
(C;)‘teq“ma -18.00 | Glide Com dgua
(Q61)Jercet1na ramnosideo 3116 Gold Sem dgua
?;I;rlcetlna ramnosideo 5754 | Glide Com 4gua
?8‘)”‘10 elagico 2606 | Glide Com 4gua
8‘;erce“na 3129 | Glide Com 4gua
Acido cafeico 3930 | Gold Sem 4gua
(10)
écll)do siringico 2652 | Glide Sem 4gua
oy coumariee 3173 | Gold Sem dgua
(i et BDeleose [ 3049 | Glide | Com dgua
Acido clorogénico 3533 | Gold Sem dgua
(14
Acido gilico 139.65 | Glide Sem dgua
(15
Acido 5-p-
coumaroilquinico -17.25 Gold Com agua
16
Luteolina -30.92 | Glide Sem 4dgua
QW)
Miricetina galactoside
rhamnoside -35.02 | Glide Com 4gua
18)
?f;glcetlna glucoronideo 9503 Gold Com dgua
Miricetina galactosideo 3478 Glide Sem dgua
(20)
Robustaflavona 2339 | Glide Com dgua

21
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1,2,3,4,6-penta-O-galoil-
glucose -61.11 Glide Com 4gua
(22)

O diagrama de interagdo proteina-ligante, como as poses 3D e AG das melhores poses de
cada software e proteina, € mostrado no Anexo 3, Figuras 54 - 105. De forma geral, a maioria
dos ligantes apresentou ligagdes de hidrogénio e interagdes m-m via anéis aromaticos. Apenas o
dcido siringico 11 (-26,52 kJ mol™), o 4cido gélico 15 (-39,65 kJ mol™), o 4cido coumdrico 12
(-31,73 kI mol "), o 4cido clorogénico 14 (-35,33 kI mol™!) e o 4cido cafeico 10 (-39,30 kJ mol
1) apresentaram interacdes diretas com os fons cobre do sitio ativo responsdveis pela a¢io da
enzima. Entretanto, para que ocorra a inibi¢do, a molécula ndo precisa interagir com os ions
Cu?*, j4 que esta também pode acontecer bloqueando a entrada do sitio ativo.”®

De acordo com a energia de ligagdo AG MM-GBSA, os melhores ligantes foram
1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22 (-61,11 kJ mol'!), 4cido gélico 15 (-39,65 kI mol '), e dcido
cafeico 10 (-39,30 kJ mol™!). Os diagramas de interacdo ligante-proteina (a, c, e) e figuras 3D

do sitio ativo (b, c, f) sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11: Diagrama de interacéo ligante-proteina (a, c, e) e vista 3D da pose de docking molecular AG MM-
GBSA mais negativa (b, d, f) do 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22 (a, b), acido gélico 15 (c, d) e acido
cafeico 10 (e, f). Legenda: Fitas brancas — proteina, tubos verdes — carbono, tubos vermelhos — oxigénio, tubos
brancos — hidrogénio, esferas de cobre — Cu?*, rosa — distAncia entre as intera¢des ligante e cobre.
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Os diagramas da Figura 11 indicam que 10 e 15 interagem com a enzima de forma
andloga ao inibidor de referéncia, o dcido koéjico, fazendo a coordenacdo oxigénio-cobre. Este
resultado aponta para uma inibi¢io competitiva, como o 4cido kéjico se ligar ao Cu?* em vez
de ao substrato, o que pode levar a oxidacdo dos ligantes. Na literatura, 10 é relatado
experimentalmente como substrato,”’ enquanto 15 € relatado como inibidor da tirosinase de
cogumelo (644,00+14,00 ug/mL).”® Isso ocorre devido 2 atividade difenolase da oxi-tirosinase.
Quando dois dtomos de oxigénio se coordenam aos fons Cu?*, os grupos hidroxila do anel de
10 se coordenam ao metal e sofrem oxidag¢do para formar uma ortoquinona, agindo como um

inibidor suicida.

O ligante 22 tem um modo de ligacdo diferente, pois ndo interage diretamente com os
ions de cobre, mas seus multiplos grupos hidroxila formam ligacdes de hidrogénio com
ASP199, ALLA357, ASP305, LYS306, ASN371 e GLN 359. Nesse sentido, foi relatada na
literatura a atividade inibitéria da monofenolase e da difenolase para o ligante 22 com uma IC50
42,65 + 1,85 pg/mL.78 Tal atividade inibitdria estd de acordo com os resultados de docking

obtidos no presente trabalho.

4.5 Dinamica molecular

Para entender melhor esses calculos de dindmica molecular, o RMSF (Root Mean
Square Fluctuation) de backbone, proteina e cadeias laterais, o RMSD (C-alfa, ligante e sitio
de ligacdo), o raio de giro da proteina e a distincia entre o ligante e a proteina foram usados
como parametros de qualidade. Os resultados completos estdo no Anexo 3 Figura 54 - 105. A
distancia entre ligante e protefna permaneceu abaixo de 2,5 A para a maioria dos ligantes,

exceto para 12, 15, 14 e 17.

O RMSD (Root Mean Square Deviation), desvio quadritico médio da raiz, € uma
medida padrido da distancia estrutural entre as coordenadas, de modo que mede a distancia
média entre um grupo de atomos (por exemplo, C-alfa de uma proteina). Se um RMSD calcula
entre dois conjuntos de coordenadas atdmicas - por exemplo, dois pontos de tempo da trajetdria
- o0 valor mede o quanto a conformagdo da proteina mudou. Neste caso, o RMSD do sitio de
ligacdo permanece estdvel, abaixo de 1,5 nm, exceto para 1, 6, 9, 10, 11, 14, 15 e 19. Além

disso, 2 apresenta RMSD consideravelmente menor, indicando maior estabilidade.

Analisando as curvas do RMSD do C-alfa, pode-se observar baixos desvios em geral,
indicando que o modelo de homologia construido para tirosinase humana € estavel. O raio de

giro (Rg), que é definido como a distribui¢cdo dos 4tomos de uma proteina em torno de seu eixo,
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também contribuiu para essa interpretacdo, pois para todos os casos manteve uma variacao de
~0,1 nm. Essa baixa variacao, por sua vez, também corrobora com os resultados dos valores de
RMSD dos ligantes, onde ndo houve desvios acima de 0,1 nm. Quando um composto
ligante/chumbo se liga a proteina, a mudanca conformacional também pode ser observada pelo

raio de giro, nesse caso, foi observada estabilidade significativamente maior para 6, 14 e 15.

J4 a flutuagdo quadratica média (RMSF — Root Mean Square Fluctuation) mede o desvio
médio de uma particula (por exemplo, um residuo de proteina) ao longo do tempo a partir de
uma posi¢do de referéncia (normalmente a posi¢io média do tempo da particula). Assim, o
RMSF avalia como as por¢des da estrutura flutuam a partir de sua estrutura a média. Para os
complexos proteina-ligante estudados, o RMSF permaneceu abaixo de 0,1 nm, também

indicando alta estabilidade do sistema.

Por fim, todos os parametros apresentados anteriormente indicam que ndao houve
grandes desvios ou movimentacOes incoerentes durante as dindmicas. Para melhor avaliar a
interacao proteina-ligante propriamente dita, foram realizados cdlculos de MM-PBSA em cada

um dos frames.

4.6 MM-PBSA

No célculo de MM-PBSA, o filme da dindmica é quebrado em imagens estiticas
conhecidas, os frames. Em cada uma delas sdo removidos os ions e o solvente, € o sistema
proteina-ligante é inserido em um ambiente de solvente continuo. Esses procedimentos
diminuem o custo computacional para cdlculo de energia de ligacdo proteina-ligante. Assim,

foi feito o célculo da média e desvio padrao para avaliacdo dos resultados, cujos valores obtidos

foram utilizados para a dinAmica molecular de cada ligante.

Os valores absolutos calculados ndo possuem correlacdo direta com a realidade, por isso
€ necessario considerar um ligante referencial, no caso o dcido k¢jico (1) para avaliar a
performance dos demais ligantes. Na Figura 12 € exibido o valor da energia de ligacdo entre
ligante e proteina, a partir do qual observa-se que, na maioria dos casos, os ligantes apresentam
uma intera¢ao desfavordvel com os aminodcidos da proteina. Entretanto, na Figura 13, referente
a a interacdo com os fons cobre do sitio ativo da enzima, percebem-se interacdes bem mais

favoraveis.
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Figura 12: Grifico com a média dos valores de MM-PBSA de interacdo ligante proteina, juntamente com desvio
padrdo ao longo da dindmica de 100ns para os ligantes 1-22.
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Figura 13: Gréfico com a média dos valores de MM-PBSA de interagio ligante com os fons Cu?*, juntamente
com desvio padrio ao longo da dindmica de 100 ns para os ligantes 1-22.

As interacdes acima foram somadas e seu erro propagado de forma a obter uma
perspectiva da juncdo das duas interacdes, que pode ser observada na Figura 14. No entanto,
ndo foi observada correlacdo entre os dados encontrados e os valores obtidos inicialmente
através do docking, de forma que os ligantes que apresentaram excelentes resultados no
docking, como acido cafeico 10 e dcido gélico 15, acabaram apresentando valores positivos de
energia de ligacdo. Isso pode ser explicado pelo fato de que, neste cendrio, estd sendo avaliada
uma intera¢do dindmica ao longo do tempo, que difere da avaliacdo estitica de um cdlculo de

docking molecular.
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Figura 14: Grifico com a média dos valores de MM-PBSA de interacdo ligante proteina somado a interacao
ligante com fons Cu?*, juntamente com desvio padrio ao longo da dinimica de 100 ns para os ligantes 1-22.

4.7 MIA-QSAR

Os trés componentes do extrato de Schinus Terebinthifolius que apresentaram menor
valor de AG MM-GBSA no célculo de docking (4cido cafeico 10, dcido gélico 15 e 1,2,3,4,6-
penta-O-galoil-glucose 22) tiveram seus pontos de contato com a proteina (grupos hidroxila)
substituidos por F, Cl, Br, I, etil, metil e S-metil a fim de avaliar o quanto a variacdo de
eletronegatividade e tamanho do grupo afetavam a energia de ligacdo. O dtomo de F foi
inicialmente escolhido, pois se trata de um substituinte comum na industria farmacéutica para
o desenvolvimento de novos medicamentos. Assim, seguiu-se a linha dos halogénios para
avaliar tanto a mudanca de tamanho quanto de eletronegatividade. No caso do grupo metila, era
esperado que houvesse interagdes na qual a nuvem eletronica atuasse como doadora, € no caso
do etila esperava-se que os elétrons m fossem os responsaveis pelas interagdes. Analogamente,
as hidroxilas que foram substituidas, assim como o grupo S-metila também foram avaliados,
uma vez que o atomo de S pode ser usado como substituinte para o oxigénio, que se encontra
um periodo acima na tabela periddica.

Esses novos ligantes foram submetidos ao procedimento de docking molecular, idéntico
ao aplicado nos componentes do extrato inicialmente avaliados. O menor valor de AG obtido

encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4: Menor valor de AG MM-GBSA para os ligantes modificados utilizados na constru¢do do modelo de

MIA-QSAR.

Estrutura | AG | Estrutura | AG | Estrutura| AG
23 -25.34 42 -60.51 61 -41.61
24 -48.89 43 -45.78 62 -38.76
25 -24.58 44 -31.99 63 -40.32
26 -61.82 45 -43.17 64 -38.22
27 -53.76 46 -43.05 65 -3.37
28 -47.49 47 -65.14 66 -28.84
29 -64.29 48 -45.55 67 -21.50
30 -30.03 49 -74.15 68 -22.61
31 -51.33 50 -67.90 69 -26.09
32 -51.21 51 -34.43 70 -26.92
33 -23.95 52 -37.13 71 -21.06
34 -44.35 53 -33.45 72 -9.300
35 -36.34 54 -37.61 73 -28.47
36 -59.39 55 -33.51 74 -6.342
37 -41.71 56 -37.68 75 -27.73
38 -43.15 57 -35.02 76 -30.57
39 -31.75 58 -40.14 77 -23.94
40 -41.39 59 -40.47 78 -29.80
41 -36.83 60 -39.30

Como se trata de uma grande quantidade de dados, 0 MIA-QSAR se mostra como uma
excelente ferramenta para avaliar os resultados. Uma vez que as mudangas estruturais sao
evidenciadas nas imagens 2D construidas. O modelo mais confidvel de correlacao estrutura 2D
e AG MM-GBSA foi obtido usando a eletronegatividade atdmica de Pauling (¢), o que implica
que a dependéncia eletrostatica pode ser mais relevante para as energias livres de ligacdo do
que para as interag¢des relacionadas ao tamanho atémico.

Sendo assim, 0o modelo MIA-QSAR foi construido com quinze amostras para o conjunto
de testes escolhidas por amostragem aleatdria (10;23;24;31;37;43;44;47;49;58;63;67;68;74;75)
e quatro varidveis latentes. Primeiramente, o modelo foi submetido a uma andlise utilizando
studentized residues*’ e ndo foram encontrados outliers (Figura 18), de forma que o modelo

)72

apresentou capacidade de modelagem confidvel (r> = 0,725)"> e com boa previsibilidade (Prest

=0,606 e r’n = 0,508).”° Além disso, 0 modelo pode ser considerado confidvel (‘r, = 0,521).80
O valor g> = 0,218 obtido na validaciio cruzada interna leave-one-out (LOOCV) foi insuficiente
(q* < 0,5).8! Isso pode ser atribuido ao fato de que os substituintes sdo muito diferentes entre si,

além de que o centro comum entre ligantes € pequeno. Dessa forma, quando uma molécula é
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retirada da validagc@o cruzada, ela € a tnica representativa do substituinte nessa posic¢ao e,

consequentemente, o q> diminui.
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Figura 15: Grafico de William baseado em studentized residues e sample leverages para detectar dados
discrepantes.

Considerando-se o modelo obtido, a influéncia dos substituintes foi avaliada por MIA-plots
(Figura 16)%?, que correspondem a mapas de contorno molecular que indicam: a) quanto
(através da varidvel importancia nos escores de projecao), e b) como (através da regressao PLS
coeficientes) os substituintes moleculares afetam a propriedade medida. Conforme relatado
pelas energias de ligagio AG MM-GBSA, os compostos 49 (AG = -74,15 kJ mol™!), 50 (AG = -
67,90 kJ mol '), 47 (AG = -65,15 kJ mol™!) e 29 (AG = -64,29 kJ mol!) apresentaram melhora
relevante em relacdo ao ligante original (22), sugerindo que grupos de alto volume e baixa
eletronegatividade diminuem a energia de ligacdo especialmente na posicao 5 do anel. Os

derivados dos ligantes 10 e 15, por outro lado, ndo apresentaram melhoria significativa.
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Figura 16: Grafico MIA que mostra a importancia da varidvel em diferentes regides das estruturas sobrepostas
(a) e os coeficientes de regressdo PLS que mostram o impacto da varidvel (positivo ou negativo) nas estruturas
sobrepostas (b).

Analisando-se os grificos de MIA da Figura 16, o de projecdo das pontuacdes de
importancia de varidvel (Figura 16a) mostra algumas dreas em azul claro no mapa, que sdo as
posi¢des onde os substituintes diminuem ligeiramente as energias de ligagdo AG MM-GBSA.
Toda a regido do mapa de contorno que corresponde aos andlogos de 22 estd destacada em azul
claro, mostrando que, em geral, todas essas moléculas possuem um valor menor de AG . A
regido amarelo-claro, por sua vez, provavelmente corresponde aos grupos carboxila de 10 e 15,
pois ndo foi observada melhora quando esses grupos foram substituidos.

No grafico de coeficientes de regressao PLS (Figura 16b), a drea destacada em vermelho
corresponde a parte superior dos ligantes derivados de 22, o que sugere tanto que oS
substituintes modificados nesta posi¢ao t€ém um efeito redutor na varidvel medida, quanto que
substituintes com AG mais negativos sdo de alto volume, uma vez que a regido externa dos
circulos no mapa de contorno € vermelha.

Conforme relatado pelas energias de ligagdo AG MM-GBSA, os compostos 49 (AG = -
74,15 kJ mol '), 50 (AG = -67,90 kJ mol '), 47 (AG = -65,15 k] mol™") e 29 (AG = -64,29 kJ
mol ') apresentaram melhora relevante em relagio ao ligante original, sugerindo que grupos
volumosos e de baixa eletronegatividade diminuem a energia de ligacdo, principalmente na
posic@o 5 do anel. Assim, é possivel entender porque os derivados dos ligantes 10 e 15 ndo

mostraram aumento significativo na afinidade de ligacao.

4.8 Permeabilidade cutanea tedrica
Considerando a relevancia da permeabilidade cutianea tedrica para este estudo,

consideramos o coeficiente de permeabilidade (Kp), que relaciona o fluxo de soluto e a
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concentracdo do gradiente através da membrana: quanto mais negativo o log Kp (com Kp em

cm/s), menor a permeacio cutanea da molécula.” Os resultados obtidos pelo software SWISS

-ADME sao mostrado na Tabela 5.

Em geral, as moléculas estudadas ndo apresentaram boa permeabilidade cutanea. Assim,

os ligantes §, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17 e 21 foram ligeiramente mais positivos do que o inibidor

de referéncia, dcido kéjico 1, indicando uma melhor permeabilidade tedrica na pele. Ao realizar

uma andlise conjunta com os valores de docking e dindmica molecular, é possivel apontar que

o componente com melhor aplicabilidade cosmética € o ligante luteolina, 17.

Tabela 5:Valores de Log Kps para os componentes do extrato de Schinus terebinthifolius e 4cido

kéjico.
Ligand LogKp | Ligand LogKp
(cm™) (em™)
Acido kéjico (1) -7.83 | Acido coumdrico (12) -6.26
Metil galato (2) -11.42 | 1 6-Digaloil-B-D-glucose (13) -9.43
Miricetina (3) -7.83 Acido clorogénico (14) -8.76
Etil galato (4) -11.28 | Acido gdlico (15) -6.84
Catequina (5) -7.05 | Acido 5-p-coumaroilquinico (16) -8.02
Quercetina ramnosideo (6) -8.42 Luteolina (17) -6.62
Miricetina ramnosideo (7) -9.12 Miricetina galactoside rhamnoside (18) -11.63
Acido eldgico (8) -7.36 Miricetina glucoronideo (19) -9.14
Quercetina (9) -71.82 Miricetina galactosideo (20) -9.51
Acido cafeico (10) -6.58 Robustaflavona (21) -6.01
Acido siringico (11) -6.77 -9.49

1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose (22)
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5 Discussao

Inicialmente, para a constru¢do do modelo por homologia, foi utilizado o software
Modeller, o qual, porém, teve que ser substituido visto que nao apresentou um resultado muito
satisfatorio. Diante desse cendrio, optou-se por testar outros softwares: o SWISS-MODEL e o
Schroedinger 2020-3, cujos resultados foram mais coerentes do ponto de vista estrutural.

Uma vez que houve um grande nimero de modelos de homologia construidos, fez-se
necessdrio selecionar ferramentas de simples testagem, mas que, a0 mesmo tempo, fornecessem
resultados acurados. Para tanto, foram escolhidos os softwares web based PROCHECK e
Verify 3D, tanto por sua velocidade e simplicidade, quanto por serem amplamente usados na
literatura.®?

PROCHECK e o Verify 3D, contudo, ndo foram suficientes para definir qual seria o
melhor modelo, tornando necessdria a realizacio de andlise de re-docking e cdlculo de RMSD
em relagdo aos ligantes co-cristalizados. Sendo assim, uma vez que a estrutura da proteina
template se encontra disponivel no PDB co-cristalizada aos ligantes acido kdjico, tropolona e
mimosina, esses foram submetidos a célculos de docking, gerando 10 poses no software Glide.
Posteriormente, foi realizado o cdlculo de RMSD das poses com relagdo aos ligantes co-
cristalizados e, para cada uma dessas poses de docking, realizou-se o calculo de AG (MM-
GBSA).

A fim de avaliar a performance dos modelos nesse sentido, foram gerados gréficos de
AG vs RMSD para cada um dos ligantes, de modo que o modelo cujas retas tivessem o R*> mais
alto, em teoria, corresponderia aquele com melhor correlagdo RMSD x AG.Vale lembrar que
neste cdlculo é esperado que quanto menor o RMSD, mais negativo o valor de AG, uma vez
que o ligante se encontra mais proximo a sua posi¢do de menor energia.

No tocante ao método, apesar de ainda ndo ter sido apresentado na literatura, ele
consiste, basicamente, em metodologias andlogas as usadas para a validacdo de protocolos de
docking, mais especificamente quando a estrutura que se deseja analisar ja se encontra em bases
de dados cristalograficas como o PDB.3* Durante essa etapa de andlise de RMSD, percebeu-se
a importancia da presenca de uma molécula de 4gua coordenada aos dtomos de Cu*, mas
somente nos casos do dcido kdjico e da mimosina, por isso, decidiu-se analisar o docking dos
ligantes nos dois casos, com e sem a dgua coordenada.

Assim, o modelo escolhido para prosseguir com os calculos foi aquele que apresentou

melhor performance em ambas as avaliacdes com e sem dgua coordenada. No caso, o modelo
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construido com o algoritmo knowledge based do Structure Prediction Wizard, do pacote
Schroedinger 2020-3. Uma vez escolhido o modelo, foi realizado o cdlculo de docking
molecular para todos os compostos identificados no extrato de Schinus Terebinthifolius, usando
os trés programas Glide, Autodock Vina e Gold (por conta de seus algoritmos de ranqueamento
serem diferentes), com e sem dgua coordenada. Assim, tornou-se possivel obter uma maior
diversidade de poses e, espera-se, maior acurdcia em relagdo aos dados experimentais.

A grande maioria dos resultados de energia de livre de ligagdo AG MM-GBSA mais
negativos foram encontrados pelo software Glide (13 resultados), seguido pelo Gold (7
resultados) e por fim pelo Autodock (2 resultados). De fato, o software Glide foi o que mais
encontrou resultados, provavelmente por ter uma busca por poses mais refinadas, especialmente
no modo XP Glide, no qual o software gera uma série de conformagdes internamente e as passa
através de uma série de filtros. Esse método de pontuacdo do Glide tem como propdsito eliminar
falsos positivos e fornecer uma melhor correlagdo com dados reais, justificando seu melhor
desempenho.® Nesse processo, centraliza-se o ligante em vérias posicdes em uma grade de 1
Aeo gira em torno dos trés angulos de Euler, de forma que elimina modos de ligacao
improvaveis.® Feito esse levantamento, ha ainda uma etapa que consiste em uma avaliacio de
campo de forca ( OPLS-2005) baseada em uma grade de refinamento das poses; s6 entdo as

poses finais sdo obtidas.

A partir das poses finais, pode-se observar que a maioria dos ligantes apresentou menor
valor de energia livre de ligacdo quando a proteina apresentava a 4gua coordenada aos dtomos
de cobre. Isso ocorre porque a d4gua acaba por fazer um papel de ponte entre o ligante e o metal;
como a maioria dos ligantes interage através de grupos hidroxila e considerando que interacdes
tipo ligacao de hidrogénio sdo mais favordveis do que interagdes metais—hidroxila, as ligacdes
de hidrogénio entre moléculas de 4gua resulta em melhores sobreposicdo e interacdo, ja que o
tamanho dos orbitais € mais proximo. As moléculas estudadas apresentam em sua maioria anéis
aromdticos e grupos hidroxila, permitindo observar que, de forma geral, as interagcdes

apresentadas no cdlculo de docking molecular sdo do tipo n-stacking e ligagdo de hidrogénio.

Os ligantes que apresentaram menor valor de energia livre de ligacdo foram: 4cido
cafeico 10, acido galico 15 e 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22. Como os dois primeiros
apresentaram interagdo com os dtomos de cobre responsdveis pela atividade oxidativa da
enzima, ambas podem assumir um papel de inibicdo competitiva ou substrato, enquanto que o
ligante 22 ndo interage com os dtomos de cobre. Os trés sdo reportados na literatura com

atividade inibitdria em ensaios de tirosinase ndo humana.
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Na etapa seguinte, inicialmente se havia optado por realizar o estudo de dindmica
molecular dentro do pacote Schroedinger 2020-3, devido aos melhores resultados obtidos pelo
Glide. Assim, foram calculadas dinAmicas utilizando-se o software Desmond®’ e um script de
cdlculo de energia livre por MM-GBSA para analisar as dindmicas moleculares. Entretanto,
como o desvio padrdo apresentado foi alto, os resultados obtidos se tornaram invidveis, o que
levou a realizacdo dos mesmos cdlculos com o GROMACS - nesse caso, para a andlise de
energia livre, o script disponivel utiliza o método MM-PBSA. Como desvio padrio apresentado

foi consideravelmente menor, o estudo seguiu com esses resultados.

Esses resultados obtidos através da andlise da dindmica molecular, contudo, nio
apresentaram correlacdo com os resultados obtidos por docking (r>= 0.0379), o que pode ser
explicado pelo fato de que a dinAmica molecular analisa uma interag¢do ao longo do tempo, ndo
uma pose estitica. Além disso, diversas poses de docking possuiam uma molécula de dgua
realizando a coordenagdo dos dtomos de cobre ao ligante, a qual acaba saindo do sitio ativo
quando iniciada a dindmica. Desse modo, foi analisada a correlagdo do AG MM-PBSA da
dindmica molecular com as melhores poses obtidas sem a presenca de dgua no calculo de
docking e, apesar de ter havido um aumento no valor de r?, este ainda ndo seria significativo
(1?=0.191). Por outro lado, um aumento significativo do valor de r* ocorre quando sdo
correlacionados os valores de AG MM-PBSA com a eficiéncia do ligante (r°=0.560), a qual
corresponde ao valor de AG do docking molecular dividido pela massa molecular do ligante. A
eficiéncia permite reduzir o viés observado entre moléculas maiores, consequentemente tendo
um maior nimero de pontos de ligacdo para moléculas menores. Os valores de eficiéncia do

ligante podem ser encontrados na Tabela 6.

Tabela 6: Eficiéncia dos ligantes, componentes do extrato de Schinus Terebinthifolius, calculada através da
divisdo do AG MM-GBSA obtido no docking pela massa molecular do ligante

Ligante Efic.iéncia
do ligante
Acido kéjico (1) -0,10
Metil galato (2) -0,06
Miricetina (3) -0,11
Etil galato (4) -0,06
Catequina (5) -0,06
Quercetina ramnosideo (6) -0,07
Miricetina ramnosideo (7) -0,06
Acido eldgico (8) -0,09
Quercetina (9) -0,10
Acido cafeico (10) 0,22
Acido siringico (11) -0,13
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Acido coumdrico (12) -0,19
1,6-Digaloil-B-D-glucose (13) -0,06
Acido clorogénico (14) -0,09
Acido gilico (15) -0,23
Acido 5-p-coumaroilquinico (16) -0,05
Luteolina (17) -0,07
Miricetina galactoside rhamnoside (18) -0,06
Miricetina glucoronideo (19) -0,05
Miricetina galactosideo (20) -0,07
Robustaflavona (21) -0,04
1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose (22) -0,06

O célculo de AG MM-PBSA foi feito separadamente para as intera¢des ligante—
aminodcidos e ligante—cobre. Os ligantes em sua maioria apresentaram interagdes desfavordveis
com os aminodcidos da proteina que, por sua vez, eram compensadas pelas interacOes
favoraveis com os metais no sitio ativo. Dentre os ligantes que apresentaram menor valor de
energia livre de ligacdo, pode-se destacar: quercetina ramnosideo 6, 1,6-Digaloil-8-D-glucose

13, luteolina 17 e miricetina galactosideo 20.

A quercetina ramnosideo 6 apresentou um ICsp = 98,24 + 2,31 uM para tirosinase de
cogumelo®; e ao luteolina 17, que é apresentada na literatura como inibidor de tirosinase de
cogumelo, obteve ICsp = 17,40 + 0,62 uM. O mesmo estudo aponta seu derivado glicosilado, a
luteolina 5-O-B-D-glucopiranosideo, como um inibidor mais potente.? Considerando-se que 6,
20 e 13 apresentam grupos glicosilados, de uma forma geral, sua presenca pode melhorar a
performance de flavonoides inibidores de tirosinase. No caso de 1,6-Digaloil-8-D-glucose 13,
mais precisamente, ndo foram encontrados dados na literatura para fins de comparagdo, sendo
entdo uma molécula promissora para testes experimentais, - testes estes que, apesar de previstos
no presente projeto, nao foram realizados em virtude das limita¢cdes impostas pela pandemia de

COVID-19.

As analises de MIA-QSAR foram realizadas em paralelo com os calculos de dindmica
molecular a partir dos compostos que apresentaram melhor resultado nos calculos de docking.
As variagdes dos substituintes foram definidas a fim de estudar o impacto de alteracdes na
eletronegatividade e volume dos pontos de interacdo com a proteina. Assim, foram comparados
os atomos/grupos F, Cl, Br, I, metila, etila e S-metila. Os resultados dos modelos apontaram
que a eletronegatividade teve maior impacto do que o raio de van der Waals, uma vez que foi
o descritor que gerou um modelo mais estatisticamente confidvel em relagdo ao que utilizava o

raio e eletronegatividade dividida pelo raio.



58

Além disso, foram obtidas energias livres de ligagdo, AG MM-GBSA, mais negativas

que do ligante original para o caso de alguns derivados do composto 22, sendo eles 49, 50, 47

g:?ﬁ"”?ﬁ
o \LJ
‘ﬁﬁ 51

49 50 47 29

e 29, apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Compostos que apresentaram melhor AG MM-GBSA em relag@o ao ligante original 22.

Neste momento pode-se observar um padrio que reforca a analise dos MIA-plots e o
fato de o melhor modelo ter sido construido utilizando-se eletronegatividade: grupos pouco
eletronegativos, de grande volume e alta polarizabilidade tornaram mais negativa a energia livre

de ligacdo, em especial quando localizados na posicao 5 do anel.

A fim de complementar este estudo, realizou-se anélise de permeacdo cutanea, uma vez
que uma das principais aplicacdes de inibidores de tirosinase € na industria cosmética, para a
qual a permeacdo do composto na pele € desejada. Os resultados obtidos na Tabela 5 ndo
apontam melhor desempenho de nenhum dos compostos em termos de permeabilidade, isto €,
em nenhum dos casos esta foi menos negativa que o inibidor de referéncia, o dcido kéjico 1. J4
combinando essa andlise com a etapa de dinAmica molecular, o composto que apresentou valor
mais negativo de AG MM-PBSA e melhor permeabilidade cutanea foi a luteolina 17. Como o
1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose 22 € uma molécula grande e de baixa permeabilidade cutinea,
pode ser interessante estudar seus derivados de menor energia livre de ligacao (49, 50, 47 e 29)

para aplica¢Oes na industria alimenticia, evitando o escurecimento de frutas.
6 Conclusoes

Os estudos de modelagem por homologia, docking molecular, dinamica molecular e MIA-
QSAR possibilitaram mapear as interagdes dos componentes do extrato de Schinus
terebinthifolius e tirosinase humana, além de observar a relacdo estrutura-atividade desses

compostos. A partir disso, os resultados obtidos por este trabalho sugerem a continuidade dos
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estudos dos compostos presentes no extrato etanolico de Schinus terebinthifolius, uma vez que
podem se tratar de candidatos interessantes para a avaliagdo de ensaios bioldgicos mais
complexos, como toxicidade in vitro, culturas de melandcitos e, eventualmente, testes in vivo.
Além disso, também é possivel direcionar a planta para que produza majoritariamente
compostos de interesse e assim produzir um extrato voltado especificamente para essa

aplicacdo.

Apesar de hoje existirem uma série de moléculas sendo testadas para a inibi¢do da
tirosinase humana, € necessdrio levar adiante esses estudos para ensaios experimentais e
clinicos em humanos, principalmente porque a grande maioria dos estudos avalia apenas a
atividade inibidora em tirosinases derivadas de fungos. Nesse sentido, torna-se importante
avaliar fatores como toxicidade, penetracdo cutanea, estabilidade e atividade in vivo. Com a
latente necessidade de substancias clareadoras que sejam de fato eficazes e cujos efeitos
colaterais a sadde sejam reduzidos, € muito interessante estudar novas substancias obtidas a
partir da exploracdo de plantas, sobretudo considerando a crescente aderéncia do publico

consumidor de cosméticos a produtos naturais.

O uso de estudos computacionais para realizar um screening das moléculas pode ser
aplicado com um teste de baixo custo para filtrar potenciais moléculas e aumentar a taxa de
sucesso dos testes experimentais. Entretanto, sente-se falta de um protocolo mais definido para

tais estudos a fim de possibilitar a comparacdo entre diferentes autores.

ApOs realizados todos os célculos e andlises dos resultados no presente trabalho, o
composto que apresentou maior potencial para a aplicagdo cosmética inicialmente proposta foi
a luteolina 17. A partir desse resultado, seriam necessarios teste in vitro e in vivo para confirmar
o potencial de acdo dessa molécula. Com essa perspectiva em maos, podem ser propostas
melhorias sintéticas que aperfeicoem sua performance como inibidor, além da producdo de
extratos da planta com enfoque em maior quantidade desse composto no mesmo. Isso
possibilitaria o uso de um extrato natural, na melhor aceitacdo mercadoldgica, com tecnologia

e alta performance.

Por fim, pode ser interessante estudar os derivados de 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucose
22, que apresentaram menor energia livre de ligacao (49, 50, 47 e 29). Apesar de o composto
22 ser uma molécula grande e de baixa permeabilidade cutinea - ndo apresentando boa
aplicabilidade na indudstria cosmética - sua aplicacdo na industria alimenticia pode ser

promissora para evitar as perdas decorrentes do escurecimento de frutas.
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ANEXO 1

Figura 1: Modelo energy based - Maestro Figura 2: Modelo energy based — maestro ap6s
minimizagao.

Figura 3: Modelo knowledge based - Maestro Figura 4:Modelo knowledge based — Maestro, apds
minimizagdo



Figura 5: Modelo L8B082 (repositério) do Swiss- Figura 6: Modelo L8B082 (repositdrio) do Swiss-Model apds
Model minimizagao.

Figura 9: Modelo Modeller Figura 10: Modelo Modeller apés minimizagao



Figura 12: modelo Modeller ap6s aplicado o script loop Figura 11: Modelo Modeller ap6s aplicado script loop (100x) e
(100x) minimizado

Figura 13: Modelo P14679 (repositério do Swiss-Model) Figura 14: Modelo P14679 (repositério do Swiss-Model)
apds minimizacao
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ANEXO 2

Compostos docking molecular

Tabela 7: O pais da planta, o solvente utilizado na extracdo e a quantidade de cada componente do
extrato de Schinus terebinthifolius de acordo com sua respectiva referéncia.

Referéncia Ceruk et Farag et Marciane et Da Silva et
al 18 al 19 al90 alz 1

Pais Brasil Egito Egito Brasil Brasil
Solvente Etanol Etanol Acetona Metanol Metanol
Composto
Acido Kéjico (1)
Metil galato (2) 803.33 mg 28% 19.40 mg
Miricetina (3) 289.00 mg
Etil Galato (4) 691.67 mg
Catequin (5) trace 9.5 mg
Quercetina ramnosideo | 112.00 mg 17.8 mg
6

f\/lzricetina ramnosideo 172.00 mg
)
Acido eldgico (8) 0.54 mg
Quercetina (9) 22.8 mg
Acido cafeico(10) 5.07 mg
Acido siringico (11) 1.59 mg
Acido coumdrico (12) 1.64 mg
1,6-Digaloil-B-D- 3.0 mg
glucose (13)
Acido clorogénico (14) 37.0 mg
Acido gélico (15) 0.27 mg 4%
Acido 5-p- 27.0 mg
coumaroilquinico (16)
Luteolina (17) 26 mg

Miricetina ramnosideo 8.4 mg
D- galactosideo (18)
Miricetina 18.3 mg
glucoronideo (19)
Miricetina galactosideo 8.0 mg
(20)
Robustaflavona (21) 12.2 mg
1,2,3.,4,6-penta-O- 26% 254 mg
galloyl-

glucopiranosideo (22)

El massry et al®

Metodologia de extraciao
Ceruk et al

Apos secagem e moagem, 158 g de folhas de S. terebinthifolius foram submetidas a

extracdo por maceracido com etanol a temperatura ambiente. Apds a remog¢do do solvente sob
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vacuo, obtiveram-se 40,0 g de um material viscoso esverdeado. O extrato foi dissolvido em n-
BuOH-H2O (1:1), a partir do que se verificou que os compostos ativos estavam concentrados
na fase n-BuOH. Apds evaporacdo do solvente, uma solugdo de AcOEt:H20 (1:1) foi
adicionada a esta fase. A fase ativa de EtOAc (9,8 g) foi submetida a cromatografia de exclusio
(Sephadex LH-20 com MeOH), resultando em 34 fracdes de 15 ml cada. Cada uma foi
submetida a andlise de RMN. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram
registrados em um espectrometro Briiker DPX-300 (1H: 300 MHz e 13C: 75 MHz) usando

DMSO-d6 e metanol-d4 como solventes e o sinal do solvente residual como referéncia interna.

El-massry et al

Folhas de plantas frescas (200 g) foram embebidas em 500 ml de etanol 95% em
temperatura ambiente por 2 dias no escuro. Apos a filtracdo da soluciao, o solvente foi removido
por evaporador rotativo sob pressdo reduzida (95 mmHg) a 50°C. O extrato condensado foi

armazenado no escuro a -5°C até novos experimentos.

A andlise do extrato de etanol e dos compostos padrado foi realizada com um sistema de
HPLC modelo Agilent 1100 equipado com um Phenomenex Aqua C18 (5 pum) 250 mm x 4,6
mm i.d. coluna (Torrance, CA) e um sistema de detec¢do de arranjo de diodos G1315A. A fase
movel consistia em 3,5% de acido acético em dgua (A) e 3,5% de acido acético em metanol
(B). O modo gradiente foi inicialmente fixado em 20% B, entdo linearmente aumentado para
100% B em 40 min e mantido até o final (40 a 85 min). O volume de injecdo para todas as
amostras foi de 100 pl. A monitorizagdo simultanea foi realizada a 280 nm a um caudal de 1

ml/min.
Farag et al

As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi foram coletadas durante a fase de floracao
em julho de 2006 da Estacdo Experimental de Plantas Medicinais da Faculdade de Agricultura
da Universidade de Assiut, Assiut, Egito. Folhas em p6 secas ao ar (2,0 kg) foram extraidas
com acetona aquosa a 70% (3 x 6 L) e os extratos combinados, filtrados e concentrados. O
extrato foi suspenso em H2O (1 L) e particionado sucessivamente com Et20 (3 x 1 L), EtOAc
(3x 1L)enBuOH saturado com H20 (3 x 1 L). Cada fase foi concentrada sob pressao reduzida
para dar a fragdo soldvel correspondente (17,1 g), (114,7 g) e (73,0 g), respectivamente, além

de 14,5 g como residuo solivel em dgua.
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Cerca de 63,0 g da fracdo n-BuOH foi aplicada a uma coluna de Diaion HP-20 e eluida
sucessivamente com H20, 20% MeOH, 40% MeOH, 60% MeOH e 100% MeOH para produzir

5 fracoes.
Marciane et al

Folhas inteiras de S. ferebinthifolius foram coletadas em julho de 2000 no Rio de
Janeiro, Brasil, com um exemplar (RB444.626) depositado no Herbério Jardim Botéanico do
Rio de Janeiro. O material vegetal foi moido e extraido exaustivamente com metanol por
maceracdo estitica. A solugdo foi filtrada e concentrada em rotaevaporador e o extrato foi
suspenso em dgua-metanol (9:1) e particionado, por sua vez, com diclorometano (20 mL x 3) e
acetato de etila (20 mL x 3). A fracdo de acetato de etila foi evaporada do extrato de metanol
sob pressdo reduzida para 9,36% (p/p) e, na sequéncia, analisada por HPLC (Shimadzu LC-10
ADVP) com um detector de arranjo de diodos (SPDM10AVP) e um autoinjetor (SIL-
10ADVP). A anélise foi realizada em uma coluna de supelcosil (LC18) e as seguintes condi¢des
do sistema solvente foram usadas: (A) acetonitrila/metanol (75:25) e (B) TFA 0,05%, vazao 1,0

ml/min, detec¢do a 220 nm .
Da Silva et al

As folhas de Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, foram coletadas no Jardim
de Plantas Medicinais da Universidade Federal da Grande Dourados (22°11 43,7S, 54°56
08,5W e 430 m), em novembro de 2014.

As folhas (860 g) foram secas e extraidas por maceragdo com metanol, na sequéncia
foram filtradas, concentradas sob pressdo reduzida e liofilizadas para produzir o extrato
metandlico (MEST) (42,7 g). O MEST (30 g) foi dividido com hexano, cloroférmio e acetato
de etilo. A fragao de cloroférmio (1,8 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC) de silica
gel. O fracionamento de parte da fracdao de acetato de etila (6,2 g) por CC em silica gel foi
realizado utilizando uma mistura de hexano/EtOAc e EtOAc/MeOH, em polaridade crescente.
A fracdo hidrometanolica (13 g) foi purificada por CC sucessiva em Sephadex LH-20 usando

H20, H20/MeOH 7:3-3:7 e MeOH como eluentes.

Os espectros 1H e 13CNMR foram coletados usando um espectrometro Varian Mercury
Plus BB operando a 300 MHz e 75,5 MHz usando CD30OD como solvente e tetrametilsilano

(TMS) como padrio interno.
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ANEXO 3

Neste anexo encontram-se as figuras com as poses de cada um dos programas, sendo o
ligante em azul correspondente a melhor pose gerada pelo Glide, em amarelo, pelo Gold e em
rosa, pelo Autodock; assim como o diagrama 2D de interacdo proteina ligante para a pose de

AG mais negativo.

a)
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Figura 15:Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido kdjico (1) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* € b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose - Glide com dgua AG = -13,76 kcal/mol




MMGBSA dG Bind=-0.71

MMGBSA dG Bind=12.25

SERR

Figura 16: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do metil galato (2) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo € Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagfo ligante da melhor pose - Autodock com agua AG = -11,42 kcal/mol
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MMGBSA dG Bind=-33.24
MMGBSA dG Bind=8.26

MMGBSA dG Bind=-33.50

MMGBSA dG Bind=-12.19

Figura 17:Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina (3) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo € Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose - Glide com 4gua AG = -33,49 kcal/mol
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MMGBSA dG Bind=2.75

MMGBSA dG Bind=17.26

MMGBSA dG Bind=-1.43
MMGBSA dG Bind=-3.81
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Figura 18: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do etil galato (4) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo € Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose - Glide sem dgua AG = -17,26 kcal/mol
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MMGBSA dG Bind=-1.63

MMGBSA dG Bind=6.77

MMGBSA dG Bind=-4.79

MMGBSA dG Bind=-18.00
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Figura 19: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do catequina (5) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose - Glide com agua AG = -17,99 kcal/mol
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MMGBSA dG Bind=-18.70

MMGBSA dG Bind=4.34

MMGBSA dG Bind=-11.66

MMGBSA dG Bind=-11.33

Figura 20: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do quercetina ramnosideo (6) obtida por cada

programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com agua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Gold sem dgua AG = -31,16 kcal/mol



78

MMGBSA dG Bind=1.56

MMGBSA dG Bind=-23.72

MMGBSA dG Bind=-27.54
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Figura 21: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina ramnosideo (7) obtida por cada

programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interago ligante da melhor pose — Glide sem dgua AG = -27,71 kcal/mol



79

- MMGBSA dG Bind=-22.98

MMGBSA dG Bind=-7.59

b)

Figura 22: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido eldgico (8) obtida por cada programa

(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com

Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -26,05 kcal/mol
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Figura 23: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do quercetina (9) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo € Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -31,28 kcal/mol
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Figura 24: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 4cido cafeico (10) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* € b) com dgua complexada com

Cu?*. ¢) Diagrama de interagfo ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -37,67 kcal/mol
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Figura 25: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do acido siringico (11) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com agua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interago ligante da melhor pose — Autodock sem dgua AG = -26,63 kcal/mol
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Figura 26: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do dcido coumdrico (12) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com agua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagfo ligante da melhor pose — Gold sem dgua AG = -31,73 kcal/mol
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Figura 27: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 1,6-Digaloil-glucose (13) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com agua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -30,48 kcal/mol




85

_, MMGBSA dG Bind=-31.37

MMGBSA dG Bind=-23.25

b)

MMGBSA dG Bind=33.57
MMGBSA dG Bind=-16.71

Figura 28: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 4cido clorogénico (14) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Gold sem dgua AG = -35,32 kcal/mol
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Figura 29: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 4cido gélico (15) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* € b) com agua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Gold sem agua AG = -39,65 kcal/mol
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Figura 30: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do acido 5-p-coumaroilquinico (16) obtida por
cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com dgua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interago ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -15,57 kcal/mol
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Figura 31: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa da luteolina (17) obtida por cada programa
(Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu®* € b) com dgua complexada com
Cu?*. ¢) Diagrama de interagfo ligante da melhor pose — Glide sem agua AG = -30,91 kcal/mol
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Figura 32: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina ramnosideo galactosideo (18)
obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com
dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interago ligante da melhor pose — Glide com agua AG = -35,01 kcal/mol
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Figura 33: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina glucoronideo (19) obtida por cada

programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua complexada com Cu?* € b) com dgua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Gold com dgua AG = -25,02 kcal/mol




91

MMGBSA dG Bind=27.74

MMGBSA dG Bind=-34.78

MMGBSA dG Bind=-3.84

MMGBSA dG Bind=-24.08

Figura 34: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do miricetina galactosideo (20) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem 4gua complexada com Cu?* € b) com dgua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Glide sem dgua AG = -34,77 kcal/mol
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Figura 35: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do robustaflavona (21) obtida por cada
programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b) com agua
complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagfo ligante da melhor pose — Glide com agua AG = -23,38 kcal/mol



93

MMGBSA dG Bind=-20.26

MMGBSA dG Bind=-15.99

MMGBSA dG Bind=-61.11

MMGBSA dG Bind=-12.38

Figura 36: Vista 3D da pose de docking AG MM-GBSA mais negativa do 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-glucopiranosideo

(22) obtida por cada programa (Glide -azul, Gold -amarelo e Autodock- rosa) — a) sem dgua complexada com Cu?* e b)

com dgua complexada com Cu?*. ¢) Diagrama de interagdo ligante da melhor pose — Glide com dgua AG = -61,11

kcal/mol
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ANEXO 4

Nesse anexo constam as figuras das andlises realizadas pds cédlculos de dinamica

molecular.

Distancia entre ligante e proteina
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Figura 54:Distancia entre proteina e ligantes, dcido kdjico
(1-magenta), metil galato (2-violeta), miricetina (3-ciano),
etil galato (4-laranja).
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Figura 39: Distancia entre proteina e ligantes, 1,6-digalloil--
D-glicose (13-magenta), 4cido clorogénico (14-violeta), 4cido
gdlico (15-ciano), dcido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja) .
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Figura 37: Distancia entre proteina e ligantes, catequina (5-
magenta), quercetina-3-O-a-ramnosideo (6-violeta),
miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-ciano), dcido elagico (8-
laranja) .
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Figura 38: Distancia entre proteina e ligantes, 1,6-digalloil-3-
D-glicose (13-magenta), dcido clorogénico (14-violeta), d4cido
gdlico (15-ciano), acido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja) .
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Figura 41: Distancia entre proteinas e ligantes, luteolina (17-
magenta), miricetina- ramnosideo 1"->6" galactosideo (18-
violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano ), miricetina

galactosideo (20-laranja).
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Figura 42:RMSD (nm) do sitio de ligacdo, a partir da proteina
simulada com 4cido kéjico (1-magenta), metil galato (2-violeta),
miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja).
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Figura 40:Distancia entre proteina e ligantes, flavona
robusta (21-magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-
glucopiranosideo (22-violeta).
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Figura 43:RMSD (nm) do sitio de ligagao, da proteina simulada
com catequina (5-magenta), quercetina-3-O-a-ramnosideo (6-
violeta), miricetina-3-O-o-ramnosideo (7-ciano ), dcido eldgico (8-
laranja).
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Figura 44: RMSD (nm) do sitio de ligagdo, a partir da
proteina simulada com quercetina (9-magenta), dcido cafeico
(10-violeta), acido siringico (11-ciano), 4cido coumadrico (12-
laranja).
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Figura 46: RMSD (nm) do sitio de ligagdo, da proteina

simulada com luteolina (17-magenta), miricetina-

ramnosideo 1"->6" galactosideo (18-violeta), miricetina
glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo (20-

laranja).
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Figura 45: RMSD (nm) do sitio de ligacdo, da proteina
simulada com 1,6-digalloil-B3-D-glicose (13-magenta), 4cido
clorogénico (14-violeta), dcido gdlico (15-ciano), 5- 4cido p-

coumaroilquinico (16-laranja).
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Figura 47: RMSD (nm) do sitio de liga¢do, da proteina
simulada com robustaflavona (21-magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-

galloil-glucopiranosideo (22-violeta).
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Figura 49: RMSD (nm) do C-alfa, a partir da proteina simulada
com 4cido kdjico (1-magenta), metil galato (2-violeta), miricetina
(3-ciano), etil galato (4-laranja).
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Figura 51:RMSD (nm) do C-alfa, a partir da proteina simulada
com quercetina (4cido cafeico 9-magenta (10-violeta), dcido
siringico (11-ciano), 4cido coumadrico (12-laranja).
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Figura 48: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com
catequina (5-magenta), quercetina-3-O-a-ramnosideo (6-violeta),
miricetina-3-O-a-ramnosideo (7 -ciano), acido eldgico (8-laranja).
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Figura 50: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com 1,6-
digalloil-B-D-glicose (13-magenta), dcido clorogénico (14-
violeta), dcido gélico (15-ciano), 5 4cido -p-coumaroilquinico (16-

laranja).
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Figura 52: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com
luteolina (17-magenta), miricetina- ramnosideo 1"->6"
galactosideo (18-violeta), miricetina glucoronideo (19-ciano

), miricetina galactosideo (20-laranja).
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Figura 54: RMSD (nm) dos ligantes, acido kdjico (1-magenta),
metil galato (2-violeta), miricetina (3-ciano), etil galato (4-

laranja).
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Figura 53: RMSD (nm) do C-alfa, da proteina simulada com
robustaflavona (21-magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-

glucopiranosideo (22-violeta).
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Figura 73: RMSD (nm) de ligantes, catequina (5-magenta),
quercetina-3-O-a-ramnosideo (6-violeta), miricetina-3-O-a-
ramnosideo (7-ciano), acido eldgico (8-laranja ).
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Figura 55: RMSD (nm) dos ligantes, quercetina (4cido
cafeico 9-magenta (10-violeta), dcido siringico (11-ciano),
4cido coumadrico (12-laranja).
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Figura 57: RMSD (nm) dos ligantes, luteolina (17-magenta),
miricetina- ramnosideo 1"->6" galactosideo (18-violeta),
miricetina glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo (20-
laranja).
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Figura 56: RMSD (nm) dos ligantes, da proteina simulada com
1,6-digalloil-B-D-glucose (13-magenta), acido clorogénico (14-
violeta), acido galico (15-ciano), 5-p -acido coumaroilquinico (16-
laranja).
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Figura 58: RMSD (nm) dos ligantes robustaflavona (21-
magenta), 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-glucopiranosideo (22-
violeta).
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Figura 59: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simula¢do de dindmica molecular com metil galato (2).

Figura 60: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simulagdo de dindmica molecular com 4cido kéjico (1).
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Figura 61: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simula¢@o de dindmica molecular com miricetina (3).

Figura 62: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da

simulac@o de dinamica molecular com etil galato (4).
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Figura 64: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simula¢@o de dindmica molecular com catequina (5).
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Figura 65: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simulacdo de dindmica molecular com miricetina-3-O-o-
ramnosideo (7)
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Figura 63: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da

simulac@o de dinamica molecular com quercetina
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Figura 66 : RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulag¢do de dinamica molecular com &cido eldgico
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Figura 68: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral Figura 67: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulag¢do de dinamica molecular com quercetina (9) da simulac¢do de dindmica molecular com 4cido cafeico
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Figura 70: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral Figura 69: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulag¢do de dinamica molecular com 4cido siringico da simulacdo de dindmica molecular com 4cido coumadrico
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Figura 72: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulac¢do de dindmica molecular com 1,6-digalloil-83-
D-glucose (13).
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Figura 74: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulacdo de dinAmica molecular com 4cido gélico
(15)
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da simulagdo de dinamica molecular com 4cido
clorogénico (14).

Figura 71: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
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Figura 73: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulag¢do de dindmica molecular com 4cido 5-p-

cumaroilquinico (16).
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Figura 76: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
da simulacdo de dindmica molecular com luteolina (17).
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Figura 77: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral
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da simulacdo de dindmica molecular com miricetina

glucoronideo (19).
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ramnosideo 1"->6" galactosideo (18).
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Figura 75: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simulacdo de dindmica molecular com miricetina-

Figura 78: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da

simulac¢do de dindmica molecular com miricetina

galactosideo (20).
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Figura 79: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simula¢do de dindmica molecular com robustaflavona (21)

Raio de giro (Rg)

Residue

Figura 80: RMSF de backbone, proteina e cadeia lateral da
simulacdo de dindmica molecular com 1,2,3,4,6-penta-O-

galloil-glucopiranosideo (22-violeta).
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Figura 81: Raio de giro do 4cido kdjico (1-magenta), metil
galato (2-violeta), miricetina (3-ciano), etil galato (4-laranja).

Figura 82: Raio de giro de catequina (5-magenta), quercetina-3-
O-a-ramnosideo (6-violeta), miricetina-3-O-a-ramnosideo (7-
ciano), acido elagico (8-laranja).
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Figura 83: Raio de giro da quercetina (4cido cafeico 9-
magenta (10-violeta), dcido siringico (11-ciano), acido
coumadrico (12-laranja).
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Figura 85: Raio de giro da luteolina (17-magenta), miricetina-
ramnosideo 1"->6" galactosideo (18-violeta), miricetina
glucoronideo (19-ciano ), miricetina galactosideo (20-laranja).
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Figura 84: Raio de giro de 1,6-digalloil-B-D-glicose (13-
magenta), dcido clorogénico (14-violeta), dcido galico (15-
ciano), dcido 5-p-cumaroilquinico (16-laranja).
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Figura 86: Raio de giro da robustaflavona (21-
magenta) e com 1,2,3.4,6-penta-O-galloil-
glucopiranosideo (22-violeta).



