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RESUMO

A melanina é um pigmento presente na pele com funcdo de protecdo contra a
exposicdo a radiacao ultravioleta, controle de temperatura e producdo de coloracéo
adaptativa. Quando a pele humana se expde a radiacdo ultravioleta, cosméticos
inadequados, medicamentos, variacdes hormonais pode haver um acumulo desigual
de melanina, originando manchas de hiperpigmentacéo. O objetivo deste trabalho foi
testar a atividade sobre a melanogénese do extrato hidroalcodlico das folhas da
Garcinia gardneriana (EHGG) na linhagem celular de melanoma murino B16F10,
pois a planta Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi apresenta perfil
fitoquimico de xantonas, triterpenos lupeol e betulina, esterdide B-sitosterol,
biflavondides como volkensiflavona, 13-naringenin-118-eriodictiol(GB-2a), GB-1a,
fukugetina. Através dos ensaios de viabilidade celular MTT e vermelho neutro foram
determinados que as concentracdes de 300 e 1000 pg/mL diminuiram a viabilidade
das células B16F10. Por meio de ensaios de conteudo de melanina foram estudadas
as taxas de inibicdo com o tratamento do EHGG comparando com o acido kojico 500
HM: por melanogénese espontanea foi obtido uma inibicdo nas concentracdes de 3,
10, 30, 100 pg/mL, respectivamente, 27,92 + 3,46%, 26,63 + 3,92%, 32,41 + 4,05%,
34,13 + 10,99%; por melanogénese induzida por UVB foi conseguido nas
concentracdes de extrato utilizadas 10, 30 e 100 pg/mL uma diminuic&o significativa,
com uma inibicdo de 23,84 * 4,03%, 23,27 + 3,68% e 21,16 = 1,71%,
respectivamente; por melanogénese induzida por a — MSH as concentracdes de
100, 30, 10, 3, 1 pg/mL produziram uma inibicdo de 27,47 + 1,61%, 18,48 + 3,51%,
54,31 + 2,50, 65,75 + 4,67%, 60,55 = 3,50%, respectivamente e, em todos os
ensaios de conteudo de melanina com o EHGG néo houve reducdo da viabilidade
celular e o EHGG se mostrou como inibidor da melanogénese. No ensaio da
tirosinase celular, a enzima teve sua atividade diminuida em aproximadamente 19%
nas concentracdes de 10, 3, 1, 0,3, 0,1 pug/mL, respectivamente. No ensaio com a
tirosinase purificada observou-se uma inibicdo de: 34,34 + 2,51%, 32,13 + 4,15%,
11,15 + 2,11%, 18,07 = 1,81%, 22,89 £ 1,59%, 19,28 + 1,20%, 18,27 + 3,72% nas
concentragcdes de 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1 pug/mL, respectivamente, portanto sua
atividade inibitoria esta relacionada com a enzima tirosinase. Quando o biflavondide
GB - 2a foi submetido ao ensaio de conteddo de melanina por melanogénese
espontanea, as concentracdes de: 0,1, 1, 10, 100 nM, induziram inibi¢cdes de 44,35 +
5,2%, 48,97 + 547%, 52,93 £ 1,77%, 58,60 = 3,91%, respectivamente, sem
diminuicdo da viabilidade das células B16F10 e no ensaio da tirosinase purificada
nas concentracbes de 1, 10, 100 nM foram demonstradas inibicbes de: 26,82 *
0,81%, 29,93 £ 0,65%, 26,62 + 0,55%, respectivamente. A fim de verificar a natureza
de inibicAdo enzimatica sobre a tirosinase, foi realizada a cinética enzimatica do
composto isolado GB — 2a com o0s substratos L — tirosina e L — DOPA, que inibe a
atividade da tirosinase exercendo uma inibicdo mista, que para o substrato L —
tirosina é tipo ndo competitiva e para L — DOPA ¢é tipo acompetitiva. Com esta
pesquisa, foi possivel determinar a atividade inibitéria do extrato da planta e do
biflavondide GB — 2a, consequentemente menor biossintese de melanina, portanto
com grande potencial de uso em tratamentos dermatoldégicos e cosmeéticos de
manchas hipercrémicas da pele.

Palavras chave: melanina. hiperpigmentacdo da pele. tirosinase. Garcinia
gardneriana. inibicdo da melanogénese.



ABSTRACT

Melanin is a pigment present in the skin with function of protectingt against exposure
to ultraviolet radiation, temperature control and production of adaptive coloration.
When human skin is exposed to ultraviolet radiation, inappropriate cosmetics,
medicines, hormonal changes can have an uneven accumulation of melanin,
resulting in patches of hyperpigmentation. The aim of this study was to test the
activity on melanogenesis of hydroalcoholic extract from the leaves of Garcinia
gardneriana (EHGG) in B16F10 murine melanoma cell line, as the plant Garcinia
gardneriana (Planchon & Triana) Zappi has phytochemistry profile of xanthones,
triterpenes lupeol and betulin, steroid B-sitosterol, biflavonoids volkensiflavona, 13-
naringenin-lI8-eriodictyol (GB-2a), GB-1a, fukugetina. Through the testing of cell
viability: MTT and neutral red was determined that concentrations of 300 and 1000
ug / mL decreased the cell viability of B16F10 cells. Through testing of melanin
content were studied rates of inhibition after the treatment of EHGG compared with
kojic acid 500 uM: by spontaneous melanogenesis was obtained inhibition at
concentrations of 3, 10, 30, 100 ug / mL, respectively, 27.92 + 3.46%, 26.63 + 3.92%,
32.41 £ 4.05%, 34.13 + 10.99%; the melanogenesis induced by UVB radiation was
achieved at concentrations of extract used 10, 30 and 100 pg / mL significantly
reduction, with an inhibition of 23.84 + 4.03%, 23.27 + 3.68% and 21.16 + 1.71%,
respectively; for melanogenesis induced by a - MSH concentrations of 1, 3, 10, 30,
100 pg / mL induced an inhibition of 60.55 + 3.50%, 65.75 + 4.67%, 54.31 £ 2.50%,
18.48 + 3.51%, 27.41 = 1.61%, respectively, in all trials of melanin content no
reduction cell viability and EHGG proved to inhibit melanogenesis. In the tyrosinase
cellular assay, the enzyme reduced its activity about 19% at concentrations of 0.1,
0.3, 1, 3, 10 pg/mL, respectively. In the purified tyrosinase assay was observed an
occurrence of inhibition: 18.27 + 3.72%, 19.28 + 1.20%, 22.89 + 1.59%, 18.07 +
1.81%, 11.15 + 2.11%, 32.13% + 4.15, 34.34 + 2.51% at concentrations of 1, 3,10,
30, 100, 300, 1000 pg/mL, respectively, so their activity inhibition is related to the
tyrosinase enzyme. When the GB-2a biflavonoid was tested on melanin content by
spontaneous melanogenesis, the concentrations of 0.1, 1, 10, 100 nM, induced
inhibition of 44.35 + 5.2%, 48.97 + 5 47%, 52.93 + 1.77%, 58.60 + 3.91%,
respectively, without reduction of cell viability and purified tyrosinase assay at
concentrations of 1, 10, 100 nM were demonstrated inhibitions: 26.82 + 0.81%, 29.93
+ 0.65%, 26.62 + 0.55%, respectively. In order to ascertain the nature of enzyme
inhibition on tyrosinase, it performed kinetics analysis of the GB — 2a with L - tyrosine
and L — DOPA substrates, which inhibits tyrosinase activity exerting a mixed
inhibition, which for the L — tyrosine substrate is a non-competitive type and L -
DOPA is uncompetitive type. With this research, we determined the inhibitory activity
of plant extract and GB — 2a biflavonoid, hence less melanin biosynthesis therefore
with great potential for use in dermatologic and cosmetic skin hyperchromic spots.

Key words: melanin. skin hyperpigmentation. tyrosinase. Garcinia gardneriana.
melanogenesis inhibition.
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1 INTRODUCAO

A flora brasileira encerra uma rica biodiversidade, destacando-se como um
pais com grande potencial exploratério para originar moléculas biologicamente
ativas a partir de plantas. O Brasil possui a maior floresta equatorial e tropical tmida
do planeta e ainda cerca de dois tercos das espécies de plantas do planeta se
concentra nos tropicos, somente o Brasil abriga 60.000 espécies, cerca de 20% de
toda a flora mundial (GARCIA, 1995; PINTO et al.,2002).

Com todo esse arsenal natural e o aprofundamento das pesquisas na area
de plantas medicinais, o0s pesquisadores brasileiros tém realizado inimeros
trabalhos com o objetivo de embasar cientificamente, a utilizacdo de plantas como
recurso terapéutico dividindo-se nas areas de botanica, agronomia, quimica,
farmacologia, toxicologia e tecnologia farmacéutica. Esses esforcos avaliam as
potencialidades da nossa flora (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

A descoberta de novas substancias com atividade biolégica pode levar ao
desenvolvimento de novas tecnologias nacionais destinadas a area clinica de
tratamentos dermatoldgicos e também a comercializacdo de produtos cosméticos
destinados a venda para a populacao.

O mercado e a indastria de produtos cosméticos tém crescido
consideravelmente nos ultimos anos, conforme a Associacao Brasileira da Industria
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), entidade que congrega
empresas que representam 90% da produgdo nacional do setor. Segundo a
ABIHPEC, o setor apresentou um crescimento médio deflacionado composto de
10,5% nos ultimos 14 anos, tendo passado de um faturamento “ex-factory™ liquido
de imposto sobre vendas, de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 24,9 bilhdes em 2009.
O setor apresentou, ao longo dos ultimos anos, crescimento bem mais vigoroso que
o restante da industria (10,5% de crescimento médio no setor contra 2,9 do PIB
Total e 2,3% da Industria Geral) (ABIHPEC, 2010).

! Vendas destinadas aos pontos de venda de cossngtied@m como foco o consumidor final.
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E uma caracteristica do setor investir continuamente na evolugdo qualitativa
dos seus produtos para atender as demandas de um consumidor cada vez mais
avido por qualidade e por linhas de produtos cada vez mais completas.

O uso da Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi surge como uma
alternativa para tratamento despigmentante de manchas hipercromicas da pele
dentre os diversos ativos farmacéuticos usados para esse fim, como hidroquinona,
acido kojico que produzem resultados insuficientes e efeitos colaterais, pois a planta
Garcinia gardneriana, possue biflavondides, compostos que ja possuem atividade
inibitéria sobre a melanogénese estudada em espécies do mesmo género, com iSso
a planta Garcinia gardneriana e os biflavondides revelam um grande potencial para

estudo, como promissor inibidor da melanogénese.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia na melanogénese do extrato hidroalcodlico da Garcinia
gardneriana (Pl. & TR.) Zappi e seu composto isolado GB — 2a em linhagem celular

de melanoma murino.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a citotoxicidade da Garcinia gardneriana (Pl. & TR.) Zappi na linhagem
celular B16F10.

* Avaliar a capacidade despigmentante do extrato hidroalcodlico da Garcinia
Gardneriana (Pl. & TR.) Zappi na linhagem celular B16F10.

* Avaliar as concentracOes efetivas para a inibicdo da melanogénese.

* Investigar a participacdo do composto isolado GB-2a na inibicdo da
melanogénese causada pela Garcinia gardneriana (Pl. & TR.) Zappi sobre a
linhagem celular B16F10.

* Elucidar o mecanismo de inibicdo da melanogénese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PELE

Estratocorneo

Estratogranuloso —_ i

elee|e

Estratoespinhoso —_ '

Estrato basal —y I

Derme papilar -

Derme reticular-

Hipoderme -

| célula de Merkel o
. % célula de Langerhans @ linfécito

[ -]
melandcito 2
. @ mastdcito @macrofago
~=u~fibroblasto

FIGURA 1: Esquema Pele Humana (adaptado WOLK et al., 2010)

A pele (FIGURA 1) é um 6rgao complexo que protege o organismo do meio
ambiente e ao mesmo tempo interage com ele, sendo considerado o maior 6rgao do
corpo humano. A pele é dinamica e complexa, constitui-se de um arranjo integrado
de células e tecidos, que medeiam uma grande variedade de funcdes, dentre elas:
barreira a permeabilidade fisica e a perda de agua, protecdo contra agentes
infecciosos e radiacdo ultravioleta, responsavel pela termorregulacéo, percepc¢des
sensoriais, cicatrizacdo de feridas e regeneracgdo tecidual, sintese de vitamina D e
ainda, pela aparéncia externa das pessoas. A pele pode ser dividida
histologicamente em trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme.
(SPELLBERG, 2000; CHU, 2008; WOLK, 2010).
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A epiderme consiste numa estrutura de diferentes camadas formadas pelos
queratindcitos, células epiteliais estratificadas, que sofrem diferenciacdo a medida
gue avancam da camada basal para a superficie da pele. Subdividem-se em estrato
basal, estrato espinhoso, estrato Iicido (somente em regides de atrito como palma
das maos e sola dos pés), estrato granuloso e estrato cérneo, esse Ultimo é
composto de numerosas camadas de células queratinizadas, anucleadas e sem
organelas, ditos cornedcitos. A transicdo das células do estrato basal até o estrato
corneo € um processo dinamico, novos queratindcitos sdo formados por meio de
mitose das células da camada basal, que leva cerca de 30 dias, quando o0s
gueratinécitos perdem a adesdo de membranas entre si, eles se descolam do
estrato corneo (FORSLIND, 1995; GARTNER e HIATT, 2001; FREEBERG, 2010). O
principal tipo celular da epiderme é o queratindcito, mas também estdo presentes as
células de Merkel (células sensoriais mecanorreceptoras), células do sistema
imunoldégico como de Langerhans e mastoécitos e ainda, melandcitos. A epiderme é
nutrida pela difusdo vinda de capilares sanguineos da derme (GARTNER e HIATT,
2001; WOLK, 2010).

A derme fornece sustentacdo para a epiderme estar ancorada. A derme é
um compartimento altamente vascularizado, que nutre por difuséo a epiderme, que é
avascular, e ainda coordena o trafico de células para epiderme como os leucdcitos.
A derme tem pouca predominancia de células, é formada por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, divide-se em duas partes, a derme papilar que fica logo abaixo
da lamina basal da epiderme, com grande quantidade de vasos sanguineos,
substancia fundamental amorfa (mucopolissacarideos), com uma arquitetura de
fibrilas como a de colageno tipo Ill e elasticas, entrelacado a esta matriz estdo os
fibroblastos e leucdcitos, capilares superficiais e canais linfaticos. Nessa por¢ao
estdo numerosas fibras nervosas de axbénios que chegam até a derme alcancando
superficialmente a lamina basal. A derme reticular localiza-se abaixo da derme
papilar, possui fibras colagenas e elasticas espessas entrelacadas de forma firme e
robusta constituindo uma arquitetura em rede, arteriolas e vénulas que se ramificam,
formando os capilares do plexo papilar, numerosos leucdcitos encontram-se na
derme reticular muitos deles macrofagos teciduais ou mastoécitos. A existéncia de

elastina da a caracteristica de flexibilidade e distensdo mecéanica da pele.
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A hipoderme, que est4d abaixo da derme, é um tecido subcutaneo de
natureza adiposa, cujas células adiposas estdo circundadas por tecido conjuntivo
frouxo. Nessa porcéo estdo os vasos de maior calibre que se dispde paralelamente
a pele e avancam na direcdo da derme (FORSLIND, 1995; SPELLBERG, 2000;
GARTNER e HIATT, 2001; KESSEL, 2001)

3.2 MELANOGENESE

3.2.1 Melanécitos e Melanina

As células produtoras de melanina sdo os melandcitos, que derivam da crista
neural (melanoblastos) e migram durante a embriogénese para a pele (HEARING,
V.J.; TSUKAMOTO, K., 1991), dispondo-se na camada basal da epiderme, sendo
que uma associacao entre um melandcito com 36 queratindcitos constitue a unidade
melano epidérmica (DUVAL et al.,, 2002). Os melanécitos alcancam sitios
especificos, dentre eles: derme, epiderme, foliculos pilosos, trato uveal do olho,
vestibulo e saco endolinfatico do ouvido, leptomeninges do cérebro. Em humanos, a
migracdo acontece entre a décima e décima segunda semana de desenvolvimento
do feto para a derme, e duas semanas mais tarde para a epiderme. Uma vez
alcancado seu destino final, eles se diferenciam em melandcitos, 0s quais por volta
do sexto més da vida fetal se dispdem na juncdo dermo epidérmica (HAAKE, A.;
HOLBROOK, K., 1999). Varias citocinas e fatores de crescimento sdo aceitos como
suporte para diferenciacdo de melanoblastos para melandcitos e migracdo dos
mesmos. Foi mostrado que o fator de crescimento para mastocitos (c-kit) tem um
papel importante na migracdo de melanoblastos da crista neural para seu destino
final e a endotelina-1 esta implicada na adeséo e diferenciacdo (REID et al.,1995;
PARK et al., 2008).

De acordo com HEARING, V.J. e TSUKAMOTO, K. (1991) os melandcitos
sintetizam a melanina dentro de organelas, chamadas melanossomos, 0s quais
podem variar em tamanho, nimero e densidade, sendo posteriormente transferidos
para os queratindcitos e bulbos de cabelo. Os melandcitos sdo influenciados por
uma variedade de fatores extracelulares determinantes para o inicio da sintese e o
tipo de melanina a ser produzido. A sintese e distribuicdo de melanina na epiderme
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envolvem VAarios passos: transcricdo de proteinas necessarias para a
melanogénese, biogénese de melanossomos, triagem de proteinas melanogénicas
dentro de melanossomos, transporte de melanossomos para as bordas dos
dendritos dos melandcitos e transferéncia de melanossomos para 0s queratinocitos.
(PARK et al., 2008).

Uma vez estabelecidos os melandcitos no seu destino final, eles comegcam a
produzir melanossomos, organelas altamente organizadas de forma eliptica,
delimitadas por membrana, o0s quais sintetizam melanina (FIGURA 2).
Melanossomos sdo divididos em quatro estadgios de maturacdo (I, I, I, V)
determinado pela sua estrutura, quantidade, qualidade e arranjo de melanina
produzida (SEIJI et al., 1963; KUSHIMOTO et al.,2001). Melanossomos nascentes
estdo arranjados na regido perinuclear proximo ao complexo de Golgi, recebendo as
enzimas e proteinas estruturais requeridas para a melanogénese, 0s melanossomos
estagio | sdo esféricos sem a atividade da tirosinase (TYR) e nenhum componente
estrutural interno. Em melanossomos estagio Il ja pode ser detectado a tirosinase e
a proteina estrutural Pmell7, que determina a transformacdo do estagio | de
melanossomos para organelas fibrilares alongadas, melanossomos estagio Il, que ja
exibem um pequeno depdsito de melanina (KUSHIMOTO et al.,2001; BERSON et
al., 2001). ApGs isso, inicia a sintese de melanina e o pigmento € uniformemente
depositado nas fibrilas internas, nesse estagio os melanossomos passam a ser
chamados de estagio Ill. O ultimo estagio de desenvolvimento (IV) é detectado em
melandcitos altamente pigmentados, esses melanossomos sdo em forma eliptica,
elétron-denso devido & completa melanizacdo com minima atividade de tirosinase.
Esse desenvolvimento detalhado é caracteristico para eumelanossomos (pigmentos
pretos a marrons), contudo para feomelanossomos (pigmentos amarelos e
vermelhos) é similar, a Unica diferenga é que ndo se tornam fibrilares durante a
maturacdo (COSTIN, G.E.; HEARING, V.J., 2007).

Dentro dos melanossomos ha trés enzimas que sao absolutamente
necessarias para sintetizar os varios tipos de melanina. Enquanto a tirosinase é
responsavel pela etapa critica da melanogénese (passo limitante da biossintese,
hidroxilacdo da tirosina), proteina relacionada a tirosinase - 1 (TRP-1) e dopacromo
tautomerase (DCT) estdo mais envolvidas com a modificacdo da melanina em

diferentes tipos. Além dessas, 0s melanossomos contém outras proteinas
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melandcito-especificas que tém funcdes estruturais ou estdo envolvidas na
regulacdo do pH dentro dos melanossomos, como a proteina P ou a proteina
transportadora associada a membrana (MATP) (COSTIN, G.E.; HEARING, V.J.,
2007).

FIGURA 2: Diagrama esquemético de uma por¢do do melanécito e dendrito com
melanossomos em estéagios |, Il, Ill, IV e outras organelas relevantes (adaptado de MARKS,
M. S.; SEABRA, M. C., 2001)

A melanina esta entre 0 mais disseminado dos pigmentos naturais. Pode ser
encontrado praticamente em todos 0s organismos vivos, como plantas superiores,
fungos e bactérias. Apesar da aparente diversidade na natureza de substratos
primarios, estrutura quimica e propriedades dos pigmentos resultantes, ha uma
caracteristica bioquimica unificadora da melanogénese em plantas e animais, o
sistema enzimatico, comumente chamado de tirosinase, a qual catalisa as principais
etapas do processo (PROTA, G., 1980).

A pigmentacéo da pele, olhos e cabelo depende de uma grande variedade
de fatores que influenciam a funcdo de melandcitos em varios niveis. Para a correta
pigmentacdo, um numero de passos distintos no desenvolvimento, proliferacdo e
diferenciacdo devem ocorrer com alta fidedignidade, os quais incluem fatores que
afetam o desenvolvimento embrionario e migracdo de melanoblastos, sobrevivéncia
e proliferacdo dos melandcitos uma vez in situ, funcionamento dos melandécitos em

resposta aos estimulos do meio ambiente, distribuicdo dos granulos e subseqiente
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processamento pelos queratindcitos vizinhos. H4 uma grande quantidade de genes
gue afetam todos estes niveis acima mencionados, direta ou indiretamente. Muitos
desses genes codificam proteinas que estdo localizadas nos granulos de melanina,
que possuem papel importante na estruturacdo e funcionamento dessas organelas,
tanto funcdo catalitica na sintese de melanina como funcéo estrutural na integridade
dos melanossomos. Muitos desses genes tem sido implicados em diversas
desordens de pigmentacédo herdadas geneticamente (HEARING, V. J., 2006).

O pigmento melanina tem uma vasta gama de importantes funcdes
fisiologicas, como protecdo dos tecidos subjacentes expostos a radiacao ultravioleta
(UV), controle de temperatura e producdo de coloragéo adaptativa na pele (PROTA,
G., 1980), seu papel principal na pele humana serve para atenuar a penetracédo de
raios UV em propor¢cdes mais profundas, como em vasos sanguineos da derme
(SLOMINSKI, A. et al., 2004).

Ja Slominski, A. et al. (2004) considera que a acao da radiacdo UV pode
trazer queimaduras solares, danos as glandulas sudoriparas, resultando em
supressdo da transpiracdo e termorregulacdo anormal, além de carcinogénese e
inativacdo de nutrientes pela fotolise (p.ex. folato). Como efeito benéfico, a radiacdo
UV é responséavel conversado de 7-dehidrocolesterol para pré-vitamina Ds.

A protecéo contra radiacdo UV feita pela melanina previne danos ao DNA,
pela absorcdo e espalhamento da radiacdo. Sendo que a radiacdo UV possui
comprimento de onda de 100 a 400 nm, € arbitrariamente dividida em UVA (320-400
nm), UVB (280-320 nm) e UVC (100-280 nm), sendo a ultima barrada pela camada
de ozb6nio. A absor¢cdo de energia maxima, pela melanina, é na regido UV do
espectro eletromagnético, sendo convertida em calor, por isso exerce seu papel de
protecdo (PARK, H. Y. et al., 2009, NARAYANAN, D. L., 2010).

A radiagdo UVB é diretamente absorvida pelo DNA celular das células
epidérmicas, o que leva a formacdo de fotoprodutos de DNA, principalmente
dimeros de timina e pirimidina, tais dimeros aumentam o nivel e a atividade da
tirosinase, que por sua vez aumenta a pigmentacdo. Mais especificamente
dinucleotideos de timidina ativam a proteina 53 (p53), que estimula um incremento
de RNAmM de tirosinase e do gene promotor do peptideo prodpiomelanocortina
(POMC), estabelecendo um sinal continuo para a melanogénese, gerando uma
coloracdo adaptativa (PARK, H. Y. et al., 2009).
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O peptideo POMC que é sintetizado em varias regibes do cérebro, como
hipotalamo, varios tecidos periféricos e érgédos, como trato gastro intestinal, gbnadas
e pele origina varios peptideos bioativos representantes da familia das
melanocortinas, tais como a-horménio estimulante de melandcito (a-MSH), B-MSH, ¥
- MSH, e horménio adrenocorticotropico (ACTH) (ABDEL-MALEK, Z. et al., 2000). O
horménio a-MSH se liga ao receptor de melanocortina-1 (MC1R) nos melandcitos
resultando num aumento da producao de eumelanina (PARK, H. Y. et al., 2009).

O hormdémio a-MSH age nas células através da elevacdo da concentracdo
de AMPc resultando num aumento da producdo de melanina. A ativacédo da proteina
quinase A (PKA) é devido a esse aumento de AMPc, a proteina quinase A por sua
vez aumenta a expressédo do fator de transcricdo associado a microftalmia (Mitf).

O fator de transcricdo microftalmia associado pertence a uma familia de
fatores de transcricao, é crucial na regulacdo de proliferacdo e sintese de melanina
em melandcitos e € o maior regulador da tirosinase, proteinas relacionadas a
tirosinase (TRPs) como também da proteina estrutural Pmel 17, relacionados a
genes ligados a promotores comuns. A acao e estabilidade do Mitf sdo modulados
pela fosforilacdo da proteina (BERTOLOTTO, C. et al.,, 1998; BUSCA, R,
BALLOTTI, R., 2000; SOLANO, F. et al., 2006; PARK, H. Y. et al., 2008).

O pigmento melanina € o maior determinante da coloracdo da pele humana,
sintetizado a partir da L — tirosina. E composto por um pigmento que varia de
marrom a preto, eumelanina, e outro que contém enxofre que varia de vermelho a
amarelo, feomelanina (DUVAL, C. et al., 2002), ja Slominski, A. et al.(2004) prop&e
gue héa varios tipos de melanina, como eumelanina, feomelanina, neuromelanina e
uma mistura de pigmentos melanicos, caracterizando-os como polimorfos e
biopolimeros multifuncionais.

A sintese da melanina (FIGURA 3) pode ser iniciada a partir da hidroxilacdo
da L — fenilalanina para L- tirosina (passo nao obrigatorio, vigente in vivo) ou da L —
tirosina para L — 3,4 — dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (passo obrigatério in vitro e in
vivo). L- DOPA serve como precursor para ambas as melaninas e catecolaminas,
atuando em percursos distintos. A proxima etapa é a oxidacdo da L — DOPA para
dopaquinona, intermediario comum para as vias eumelanogénicas e
feomelanogénicas. A eumelanogénese envolve a transformacdo da dopaquinona a

leucodopacromo, seguido de uma série de reacfes de oxirreducdo com a producao
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dos intermediérios 5-6-dihidroxiindol (DHI) e 5-6-dihidroxiindol-2-acido carboxilico
(DHICA), que se submetem a polimerizagdo para formar eumelanina.
Feomelanogénese também se inicia com a dopaquinona, a qual é conjugada com
cisteina e glutationa para produzir cisteinildopa e glutationildopa para depois se
transformar em feomelanina. Mistura de pigmentos melanicos contém eumelanina e
feomelanina. Paralelamente, a geracdo de catecolaminas a partir de L — DOPA
requer descarboxilagdo, hidroxilacdo e metilacdo enzimatica para produzir
dopamina, norepinefrina e epinefrina, respectivamente (SLOMINSKI, A. et al., 2004).

Para a primeira etapa, a hidroxilagdo da tirosina para L-DOPA é necessario
a acao de um sistema de bomba de prétons que gera um ambiente acido no interior
dos melanossomos para a atividade da tirosinase, depois da L-DOPA formada, para
a eficiéncia da formacéo da melanina, é preciso uma modificacdo do pH para neutro
a basico para manter a estabilidade da L-DOPA (ANCANS, J. et al., 2001; FULLER,
B. B. et al., 2001).

Tirosina

JTirosinase

L-DOPA

‘Tirosinase

DOPAguinona ) ..
- Glutationa ou Cisteina

_
lTRP-Z CisteinilDOPA
Tirosinasel DOPAcromo l

Indol-5,6-quinona
DHICA

| |

DHI melanina
Preto
Insoldvel
Pesomolecular alto

Alanil-hidroxi-

benzotiazina

Acido carboxilico Indol-5,6-quinona l

L Tirosinase ou TRP-2

Feomelanina
Vermelho/amarelo
Soldvel
Pesomolecular baixo

DHICA melanina
Marrom
Fracamente solivel
Pesomolecular médio

FIGURA 3: Melanogénese (adaptado PARK, H. Y. et al., 2008)
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Eumelanina e feomelanina estédo firmemente associadas a proteinas, porém
exibem diferencas nas propriedades quimicas e fisicas na protecdo contra a
radiacdo UV. Eumelanina é considerada um polimero fotoestavel, fotoprotetor,
insolavel na maioria dos solventes, ao contrario a feomelanina é solavel em alcalis,
fotolabil, fotosensibilizadora, por produzir radicais superéxido e hidroxila e peréxido
de hidrogénio apos radiacao solar (DUVAL, C. et al., 2002; SLOMINSKI, A. et al.,
2004).

Os hormoénios sexuais estrogénio e progesterona tém sido relatados por
interagir com melandcitos, embora 0 mecanismo e diferenciacdo ndo tenham sido
esclarecidos. Uma série de estudos estabeleceram que os melandcitos expressam
receptores para esses hormonios, mas ndo se sabe se esses hormoénios tém seus
principais efeitos sobre o crescimento de melandcitos, de ativacdo da via
melanogénica, e/ou ligacdo especifica a melaninas diretamente. Acredita-se que o
aumento da pigmentacdo frequentemente observada na gravidez é um efeito
fenotipico da producéo de estrogénio (HEARING, V.J., 2006).

Variacbes ambientais de temperatura podem influenciar a biologia da pele
humana, consequentemente queratinécitos epidérmicos expostos ao calor, frio ou
stress oxidativo, resultam na inducdo de inflamagéo cutédnea, por exemplo, o
aguecimento leva a formacdo de interleucinas 1 — alfa, prostaglandinas E,
(ALLAPPATT, C. et al., 2000).

KIM, D. S. et al., (2003) através de estudos realizados em cultura de células
Mel-Ab, cultura de melandcitos humanos e em ensaios de atividade da tirosinase in
vitro submetidos a variagcbes de temperatura de incubacdo por periodos
determinados de tempo, demonstrou que mudancas ambientais como a variacao de
temperatura influencia a morfologia de melandécitos, grau de atividade enzimatica da
tirosinase e sintese de melanina; em temperaturas de 27 a 31 € a atividade
enzimatica é reduzida de maneira temperatura-dependente e, portanto diminui a
sintese de melanina.

A enzima chave da regulacdo da melanogénese, tirosinase (EC 1.14.18.1), €
codificada pelo locus TYR que esta no cromossomo 11(11gl14-21) em humanos,
pOSsui uma estrutura proteica altamente conservada entre as diferentes espécies e
também homologia para outras proteinas relacionadas a tirosinase (TRP-1, TRP-2).

A tirosinase é sintetizada no reticulo endoplasmatico como uma proteina precursora
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de cadeia nascente, é processada no complexo de Golgi onde aclUcares neutros e
acido sidlico sao adicionados ao peptideo via N- e O- ligacdes glicosidicas através
de glicosilacdo. A glicosilacdo € importante para fazer a associacdo da molécula no
melanossomo como também para a sua atividade. Apés a glicosilacdo, a tirosinase
madura é dobrada no reticulo endoplasmatico, etapa requerida para o trafego e
triagem da tirosinase dentro do complexo de Golgi, em dultima instancia nos
endossomos e finalmente melanossomos. Dentro dos melanossomos a tirosinase se
dispde na membrana tendo trés dominios: melanossomal interno, melanossomal
transmembrana e citoplasmatico, o dominio interno contém o sitio de atividade
catalitica da enzima e o local de ligagdo dos ions cobre, o dominio citoplasmético
participa do trafego celular da tirosinase dentro dos melanossomos e também na
regulacdo da atividade enzimatica através da fosforilacdo de residuos de serina.
(SLOMINSKI, A. et al., 2004; PARK, H. Y. et al, 2008).

Muitos compostos quimicos tém demonstrado efeitos inibitérios sobre a
melanogénese através da inibicdo da atividade enzimatica da tirosinase, mas efeitos
relacionados com a expressdo g@énica, degradacdo protéica, glicosilacao,
transferéncia de melanossomos e regulacdo de sinais celulares também foram

reportados no controle da melanogénese (SOLANO, F. et al., 2006).

3.3 HIPERPIGMENTACAO CUTANEA

Ha uma grande diversidade de cores existentes para a pele humana, que
variam desde a cor palida de pessoas de origem européia até a cor escura de peles
de pessoas que moram no continente africano. Dentro dessa ordem de coloracdes
de pele, ha desordens do sistema pigmentar, o que resulta em problemas de
hiperpigmentacédo e hipopigmentacao, independente da natureza do problema, a
aspiracao geral é pela uniformidade da cor da pele (ORTONNE, J.P.; BISSETT, D.L.,
2008).

A hiperpigmentacdo da pele € a queixa mais comum entre pacientes que
consultam um dermatologista, em busca de restabelecer uma cor homogénea da
pele. Os tipos de manchas hipercrébmicas sdo: melasmas (FIGURA 4A), efélides
(FIGURA 4B), cloasmas, melanoses solares (FIGURA 4C), lentigens senis (FIGURA

4D), melanose de Riehl, poliquilodermia de Civatte, melanodermatite por
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fotossensibilizagdo, = melanodermia  residual, hiperpigmentacdo  periorbital,
hiperpigmentacdo pds-inflamatoria (PANDYA, A.G.; GUEVARA, I.L., 2000;
NICOLETTI, M. A. et al., 2002)

Segundo Nicoletti, M. A. et al. (2002), a hiperpigmentacao da pele, resultante
de acumulo anormal de melanina, é devida a varios fatores, como envelhecimento,
gravidez, disturbios enddcrinos, tratamento com hormonios sexuais e exposicdo ao
sol em diferentes graus. Estudos foram conduzidos sobre diversas manifestacdes
cronicas que afetam o aspecto pessoal e a satisfacdo estética. Muitos deles provam
gue as radiacdes de luz solar sdo as principais responsaveis pela maioria destas

anomalias, seguidas pelos hormdnios e/ou fatores externos.

FIGURA 4: Desordens de pigmentacédo — melasmas (A), efélides (B), melanoses solares (C),
lentigens senis (D) (adaptado de LAPEERE, H. et al., 1999; DERMATOLOGIA, 2010)

A hiperpigmentacdo pos-inflamatéria, mais recorrente em pessoas de pele
escura, € resultante de uma inflamacdo que pode ter sido causada por lesédo de
acne, pélos encravados, coceiras, picadas de inseto, porém a causa mais comum €
a resposta inflamatéria pos exposicdo solar (radiacdo ultravioleta), evento
inflamatério agudo que através de varios mecanismos, dentre eles a estimulacao
direta de melandcitos por mediadores inflamatérios como a interleucina-1-a,
endotelina-1, fator de crescimento de células tronco e espécies reativas de oxigénio,
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como anion superoéxido e oxido nitrico, gerados pelo dano na pele. Além disso, dano
de células epidérmicas pode liberar indutores enddcrinos de pigmentagdo, como o
horménio a-MSH. Todos esses fatores geram hiperpigmentacdo. A melanina
produzida durante o evento inflamatério pode entrar na derme, gerando
internalizacdo pelos macrofagos desse excesso de pigmentagdo, sendo assim 0s
macrofagos ficam represados na derme por longos periodos (ORTONNE, J.P.;
BISSETT, D.L., 2008).

As lentigens se caracterizam por pontos hiperpigmentados, que ocorrem nas
regides do corpo expostas ao sol (particularmente maos, bragos e face), portanto
surgem devido a exposicdo cronica da pele a radiacdo ultravioleta. Sua aparéncia
escurecida se deve em parte pela internalizacdo da melanina depositada na derme
pelos macréfagos e pela modificacdo na expressdo genética de queratindcitos e
melanécitos que compbdem a regido das lentigens quando comparado com as
células da vizinhanca que ndo fazem parte dos pontos escurecidos. Nessas regides
escurecidas ha um aumento nos niveis de RNAmM que codificam para as proteinas
participantes na melanogénese, endotelinas e fator de crescimento de células tronco
(ORTONNE, J.P.; BISSETT, D.L., 2008).

Melasmas sao hiperpigmentacbes que ainda ndo estdo bem elucidadas,
ocorrem tipicamente de forma simétrica na face, principalmente em mulheres de pele
escura que estdo na puberdade ou em idade mais avancada. A exposicao solar é
provavelmente um fator de desenvolvimento de melasma como também a
progesterona na gravidez ou o uso de contraceptivos orais. Nos melasmas ha um
acumulo de melanina na epiderme e derme e discreto aumento de melandcitos, a
anormalidade parece estar ligada a um aumento da expressao do horménio a-MSH
em queratindcitos e super expressao de fator de crescimento de células tronco em
fibroblastos e melandcitos. Pode se dizer que had componente genético em
individuos predispostos (ORTONNE, J.P.; BISSETT, D.L., 2008).

O espaco entre estudos in vivo e in vitro sugere que novas estratégias sao
necessarias para validar a eficacia e a seguranca. Tratamentos para clareamento da
hiperpigmentacdo devem ter associados dois ou mais agentes de diferentes
mecanismos para produzir um efeito sinérgico. Além da inibi¢cdo da tirosinase, outros

parametros relacionados com a citotoxicidade, solubilidade, absorcdo cutanea,
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penetracdo e estabilidade dos agentes de tratamento devem ser considerados
(SOLANO, F. et al., 2006).

3.4 SUBSTANCIAS COM ATIVIDADE INIBITORIA DA MELANOGENESE

A regulacéo da pigmentacéo da pele tem sido objeto de estudo por um longo
tempo para aplicacbes cosméticas e farmacéuticas. Muitos cosméticos e
medicamentos clareadores como hidroquinona, acido kdjico e seus derivados
usados para clareamento tém produzido resultados insuficientes e efeitos colaterais.
Arbutin, derivado da hidroquinona, largamente utilizado como agente clareador,
diminui a atividade da tirosinase celular em cultura de melandcitos, células de
melanoma em concentra¢cdes ndo citotoxicas, o que ndo afeta niveis de expressao
de RNAm da tirosinase (MAEDA, K; FUKUDA, M., 1996; NAKAJIMA et al., 1998).

Em funcdo de desenvolver terapias ou profilaxias para tratar ou prevenir
desordens de hiperpigmentacdo a inibicdo da atividade da tirosinase tem sido
geralmente o alvo. Ha muitas formas de realizar essa diminuigdo, como mecanismos
competitivos ou ndo-competitivos que interferem na atividade catalitica da tirosinase,
por exemplo, interrup¢do da maturacdo ou diminuicdo da estabilidade da tirosinase,
0s quais reduziriam a sintese e deposicdo de melanina (ANDO, H. et al., 2007).
Ainda a acao dos despigmentantes pode ser decorrente de outros mecanismos
como: supressdo da sintese ou maturacdo da tirosina, inibicdo da sintese de
tirosinase, inibicdo direta da tirosinase via quelacéo de oligoelementos, toxicidade
seletiva aos melandcitos, esfoliagdo, adsorcdo da melanina pré formada, reacédo de
reducdo e estimulacdo da melanina dos queratindcitos (MAEDA, K.; FUKUDA, M.,
1991; SILVA, E. C.,1998; ZUIDHOFF,H.W.; RIJSBERGEN, J.M. van, 2001).

O écido kgjico (FIGURA 5) é um inibidor da biossintese de melanina por
bloqueio da enzima tirosinase na sintese de 3,4 — diiroxifenilalanina (NAKAGAWA,
M. et al., 1995). Segundo Draelos, D. Z. (2007, p. 311) o acido kéjico, um dos
agentes clareadores de pele mais usados, quimicamente conhecido como 5-
hidroximetil-4H-pirano-4-one, é um derivado fungico hidrofilico obtido de espécies de
Aspergillus e Penicillium, popularmente empregado no Oriente para o tratamento de
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melasma. Sua atividade esta na habilidade de bloguear a atividade da tirosinase por
se ligar ao cobre.

HC
O

FIGURA 5: Estrutura molecular do acido kgjico

Fonte: CHEMBLINK, 2010.

As flores da planta Arnica montana L. (Compositae) sao tradicionalmente
usadas pelo seu efeito antiinflamatério em pomadas. Foi identificado nas flores da
planta um triterpeno 3B, 16B-diidroxi-21a-hidroperoxi-20(30)-taraxasteno que faz
inibicdo da biossintese da melanina. O efeito de inibicdo da melanina do composto
foi considerado como um potente inibidor isolado de plantas (MAEDA, K. et al.,
2007).

Da planta Dianella ensifolia (Liliacea) usada tradicionalmente na medicina
chinesa para aplicacdes topicas foi isolado o composto 1-(2,4-diidroxifenil)-3-(2,4-
dimetoxi-3-metilfenil)-propano (UP 302) que inibiu a tirosinase, com uma poténcia de
22 vezes maior que o0 acido kojico, parecendo possuir uma maior margem de
seguranca (NESTEROQV, A. et al., 2008).

Polygonum hydropiper L., planta nativa do Japdo e China, esta distribuida
dos tropicos a zonas temperadas no Hemisfério Norte, popularmente chamado
benitade, € usada como tempero e na medicina popular contra o cancer e disturbios
hemorrdgicos. Essa planta possui uma fracdo volatil (sesquiterpenos) com acéo
repelente de insetos e antimicrobiana e flavondides antioxidantes com atividade
inibitéria da tirosinase. O composto (2R,3R)-(+)-taxifolin isolado do broto da planta
inibe a atividade da tirosinase em aproximadamente 75% comparado a atividade
total da enzima frente ao substrato na auséncia de qualquer inibidor (MIYAZAWA,
M.; TAMURA, N., 2007).

Ha véarios processos para impedir a melanogénese, como inibicdo da
estimulacdo melanocitaria (antioxidantes, agentes anti-inflamatoérios), antagonismo
de receptores do horménio a-MSH, inibicdo de enzimas da sintese de melanina
(tirosinase, proteina relacionada a tirosinase-1, proteina relacionada a tirosinase-2),

inibicdo do transporte de melanossomos dentro dos melandcitos e transferéncia para
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0S queratinécitos (antagonista do receptor ativador de protease-2 — PAR-2 ) e
ativacdo da degradacdo da melanina dentro dos queratindcitos.

O alvo classico € a inibicdo da tirosinase, substancias como a hidroquinona,
acido kojico, arbutin, acido ascoérbico, compostos com sulfidrila sado efetivos na
interferéncia da atividade da tirosinase, apesar de agirem em outras partes da
melanogénese, como por exemplo, compostos com sulfidrila também eficientes
antioxidantes (ORTONNE, J.P.; BISSETT, D.L., 2008; CHANG, T. S., 2009).

O &cido ascorbico € um agente redutor que faz a conversao da dopaquinona
a L-DOPA, impedindo a formacdo de dopacromo e consequentemente melanina.
Inativadores ndo especificos como acidos e bases que desnaturam a enzima,
portanto inibem sua atividade. Inativadores especificos da tirosinase, chamados
também de substratos suicidas, ligam-se de forma covalente na tirosinase,
realizando uma inativacao irreversivel durante a reacdo catalitica. Porém, a maioria
dos compostos liga-se de maneira reversivel, reduzindo a capacidade catalitica
(CHANG, T. S., 2009).

Os polifendis representam um grupo diversificado de compostos, dentre eles
os flavondides, estdo entre os mais numerosos e estudados, que sao derivados de
benzo-gama-pirona consistindo em anéis pireno e fendlico, podendo ser
subdivididos em flavonas, flavonois, flavononas, flavandis, isoflavonois, chalconas e
catequinas. Compostos amplamente distribuidos nas plantas, que fazem protecéo
contra a radiacdo UV, patdgenos e herbivoros. A estrutura dos flavondides é
compativel com o papel de substrato e inibidor competitivo da tirosinase. (CHANG,
T. S., 2009) Glabridina foi o primeiro inibidor confirmado, 15 vezes mais ativo que o
acido kojico e exibiu alta atividade despigmentante comparado ao arbutin (YOKOTA
et al., 1998).

A hidroquinona, composto hidroxifendlico, inibe a conversédo de L-DOPA pela
inibicdo da tirosinase, interfere na formagdo dos melanossomos, inibe a sintese de
RNAmM em melandcitos. Sua semelhangca quimica com precursores de melanina
(tirosina e 3,4 - dihidroxifenilalanina) explica sua metabolizacdo nos melandcitos, por
iIsso, alguns pesquisadores afirmam que ela pode causar hipopigmentacdo
permanente, principalmente em peles escuras (FISHER, A.A., 1982). Recentemente
foi testado a biosseguranca da hidroquinona como despigmentante em cultura de

Melan-a melandcitos na presenca e auséncia da radiacao ultravioleta A induzindo
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estresse oxidativo, mostrando que com doses nédo toxicas da radiagdo ultravioleta
aumentou a citotoxicidade da hidroguinona, porém néo alterou a expressao da
enzima tirosinase (HU et al., 2009).

ESPIN, J.C. e WICHERS, H.J., (2001) concluiram em pesquisa realizada
gue a droga anti-hipertensiva, captopril, forma um complexo com o cobre e ponte
dissulfidica entre o captopril e os dominios ricos em cisteina no sitio ativo da
tirosinase, fazendo uma inibicao irreversivel.

Estilbenos que consistem num duplo eteno ligado substituido com um anel
benzilico em ambos atomos de carbono da ligagdo dupla. Oxiresveratrol, isolado
inicialmete da Morus alba, exibiu 32 vezes mais atividade inibitéria do que o acido
kgjico, a inibicdo é do tipo ndo competitiva da tirosinase e ndo afeta a expressao
génica do melandcito (SHIN, N. H. et al., 1998; KIM et al., 2002).

Acido azelaico, isolado de culturas do fungo Pityrosporum ovale (associado
com a ptiriase versicolor), tem ac¢do no tratamento da acne e distdrbios de
pigmentacdo como melasma e lentigem maligna, por interferir na acdo da tirosinase
e exercer acao antiproliferativa em melanocitos de melanoma. Em estudos duplo-
cego, o acido azelaico topico nas concentracfes de 15-20% alcangcou uma resposta
de 60-70% em pacientes com melasma comparado com hidroquinona a 2%
(KATSAMBAS, A.D.; STRATIGOS, A.J., 2001).

3.5 O GENERO Garcinia

O achachairu (Garcinia sp), pertencente a familia Clusiaceae, € uma fruta
bastante apreciada na Bolivia. Os frutos tém massa de 30 gramas, globoso-
oblongos, externamente sdo amarelo-alaranjados, com casca grossa, lisa, firme e
resistente. A polpa ndo se adere a casca, é branca, suculenta e de textura
mucilaginosa (BARBOSA, et al.,2008).

O género Garcinia é composto por aproximadamente 260 espécies de
arvores e arbustos distribuidos na Ameérica do Sul (também chamado Rheedia),
Africa, Madagascar e Sudeste Asiatico. Garcinia macrophylla (Mart.) Planch&Triana
€ uma arvore que cresce até 20 metros de altura, chamada popularmente de

“bacuri”, “bacupari verdadeiro”, “bacopare”, parte desses nomes também sao usados
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para designar uma espécie proxima Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi
(Rheedia gardneriana Planch. & Triana) (VAN DEN BERG, M.E., 1979). Através da
extracdo das folhas e flores da Garcinia macrophylla foi obtido pela hidrodestilacéo
Oleos volateis que possuem na sua maioria monoterpenos contendo oxigénio
(ANDRADE et al.,2007).

Garcinia mangostana, planta com amplo uso medicinal, conhecida pelas
suas propriedades anti-inflamatorias, € usada no tratamento de feridas, supuracdes
e infeccoes da pele, tal qual psoriase, bem como pelas propriedades
antimicrobianas no tratamento de diarréia, cistite, gonorréia, desordens urinarias. E
seus principais metabdlitos secundarios bioativos sdo derivados das xantonas, que
ocorrem em poucas familias de plantas, como alfa-mangostin e gama-mangostin. Foi
comprovado que a Garcinia mangostana apresenta atividades: antioxidante,
antibacteriana, antifingica, citotoxica para células cancerigenas, anti-inflamatoria,
anti-histaminica. Por todos o0s seus beneficios, essa planta vem sendo
comercializada internacionalmente como suplemento nutricional, consumido na
forma de suco, porém € necessario cautela para seu consumo pela auséncia de
estudos em modelos in vivo e ensaios clinicos, mas o desenvolvimento dos
nutracéuticos tem  discutido em  detalhes. Uma  estratégia para
globalizagdo dos sistemas de conhecimento local tem sido sugerido
a fim de aumentar o acesso da populacao pelos beneficios obtidos com o consumo
da planta (OBOLSKIY, D. et al., 2009).

Estudos quimicos e farmacoldgicos da casca da raiz, folhas e frutos da
Garcinia livingstonei relataram a presenca de varias xantonas, biflavonoides e
benzofenonas com atividades antiparasitaria, antiviral, antifingica, antibacteriana e
citotoxica. Baseado nessas propriedades e o0 interesse crescente em plantas
comestiveis com potencial terapéutico para a prevencdo do cancer foi analisado o
extrato metandlico das frutas para determinar a composicdo quimica e avaliado o
efeito citotoxico sobre linhagens celulares de cancer de colo de utero pelo seu longo
uso por humanos como alimento e, portanto provavel seguranca (YANG, H. et al.,
2010).

Pesquisas realizadas em plantas usadas pelos paises da Africa identificaram
que as sementes de Garcinia kola considerada de altissimo valor para a medicina

tradicional africana, revelaram a presenca de diversas substancias com atividade
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farmacolégica, como: antimicrobiano, hepatoprotetor, broncodilatador, antidiabético.
Dentre os constituintes quimicos presentes na Garcinia kola, a mesma apresentou
biflavondides em maior concentracdo e seu extrato metandlico com atividade
inibitéria da tirosinase (OKUNJI, C. et al., 2007).

De acordo com Barbosa (2008, p. 264) Garcinia gardneriana tambéem
chamada de Rheedia gardneriana € uma planta nativa da Amazbnia, que se
encontra disseminada por todo o territorio nacional.

Garcinia gardneriana conhecida popularmente como “bacupari’, “bacopari”,
“pacupary mitdo” ou “mangostido amarelo”. E uma arvore de porte médio (FIGURA
6), copa piramidal, folhas opostas, pecioladas, que floresce nos meses de agosto a
setembro. Como caracteristica de seu género possui fruto amarelo com polpa
mucilaginosa, branca, comestivel (FIGURA 7) (GUIMARAES, C. L. et al., 2004).

No sul do Brasil, a arvore da Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi é
uma opcéo para o tratamento de inflamacéo, especialmente afec¢cbes cutaneas,
como também para dor, trato urinario e outras infeccbes (GUIMARAES, C.L. et al.,
2004). Foi evidenciada em modelo de edema de pata a atividade antiinflamatoéria do
extrato hidroalcodlico da Garcinia gardneriana ap0s aplicacdo de carragenina
(CASTARDO, J. C. et al, 2008).

RATYRT i vl e -

FIGURA 6: Arvore Garcinia gardneriana (adaptado WIKIPEDIA, 2010)

Estudos fitoquimicos com a planta Garcinia gardneriana (Planchon & Triana)
revelaram a presenca de diversas xantonas, os triterpenos lupeol e betulina, e o

esteroide B-sitosterol nas cascas e madeira da planta (CASTARDO? et al, 2008,

CASTARDO, J.A.et al. Anti-inflammatory effects of hydroalcoholic extraahd two biflavonoids fronGarcinia gardneriana leaves in
mouse paw oedemdour nal of Ethnophar macology, Irlanda, v. 118, p. 405 — 411, 13 de agosto de 2008
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apud BRAZ FILHO et al., 1970; DELLE MONACHE et al., 1983, 1984). Também
foram identificados nas folhas flavondides, como os biflavonoides volkensiflavona,
I3-naringenin-118-eriodictiol(GB-2a), GB-1a, fukugetina, (CASTARDO? et al., 2008,
apud BOTTA et al.,1984), fukugesida (CASTARDO? et al., 2008, apud LUZZI et al.,
1997; RODRIGUES et al., 2000) e I3-narigenina-118-4’-Ome-eriodictiol (GB-2a-11-4'-
Ome) (CASTARDO? et al., 2008, apud CECHINEL FILHO et al., 2000).

Através de analises com o extrato hidroalcodlico da Garcinia gardneriana foi
permitido isolar os compostos: GBZ2a-I-7-O-glucoside (0.02%) e epicatequina
(0.004%), demonstrar a atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo em
agar e determinar as concentra¢cdes minimas inibitéria e bactericida contra bactérias
das fracbes obtidas anteriormente, elucidando que volkensiflavona, fukugetin,
fukugiside (anteriormente isolados), GB-2a-I-7-O-glucoside, epicatechin tiveram
atividade contra as bactérias gram positivas testadas (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprofiticus) e por meio do teste de
toxicidade da Artemia salina as fragbes ndo sdo consideradas toxicas (VERDIA, et
al., 2004)

A

FIGURA 7: Partes aéreas da Garcinia gardneriana Pl. & Tr. Folhas e fruto (A); foco da

semente (B); foco do fruto mostrando a polpa (C) (Cortesia Prof® Dr° Michel F. Otuki).
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As folhas da Garcinia gardneriana, parte mais usada na medicina popular,
possuem os biflavonoides volkensiflavona, 13-naringenina-118-eriodictiol (GB-2a), GB-
la, fukugentin, fukugesida, que apresentaram significativa acdo analgésica em
relacdo & segunda fase do teste da formalina (dor inflamatéria) (CASTARDO? et al.,
2008, apud LUZZI et al., 1997). O ultimo biflavonoide isolado das folhas, 13-
naringenina-l18-4’-OMe-eriodictiol (GB-2a-1I-4’-Ome), apresentou efeitos analgésicos,
dependentes da dose, no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético e no teste da formalina (CASTARDO? et al., 2008, apud CECHINEL FILHO
et al., 2000). Cechinel Filho e colaboradores (2000) e Luzzi e colaboradores (1997),
indicaram estes compostos como 0S principais responsaveis pelas atividades
analgésicas da planta.

Existem estudos com a Garcinia subelliptica, a qual possui biflavonoides,
fukugentina e GB-2a, com comprovada ac¢éao inibitéria da tirosinase (MASUDA, T. et
al.,2005).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Todas as solugBes foram feitas em agua destilada ultrapura, as substancias
quimicas e reagentes de alta pureza obtidos de fornecedores como Sigma-Aldrich®,
Gibco®, Cultilab®, como horménio a — MSH, L — DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina), L —
tirosina, tirosinase purificada, solugcdo tampao fosfato de sodio (pH 7,2), fosfato de
sédio monobasico anidro, fosfato de sodio dibasico anidro, penicilina,
estreptomicina, soro fetal bovino, EDTA (acido etilenodiaminotetracético), tripsina,
triton-X 100, alcool absoluto, hidréxido de sddio, acido kéjico, brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), vermelho neutro (cloridrato de 3-
amino-7-dimetil-2-metilfenazina), cloreto de calcio, acido acético, formaldeido, &cido
cloridrico, dimetilsulfoxido, meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM).

Para a leitura das placas foi utilizado um espectrofotdmetro de placa da
marca Biotek® Instruments modelo ELx800 (Operator's Manual) com programa
acoplado Genb5 Elisa verséao 1.08.

4.1.1 Linhagem celular B16F10

Para a determinag&o da viabilidade celular e influéncia na melanogénese
provocado pelo extrato de Garcinia gardneriana e o composto isolado GB-2a foi
utiizado a linhagem celular de melanoma murino B16F10 (ATCC). A andlise
microscoépica das células foi feita em microscépio optico invertido da marca Medilux,
modelo MDL-INV-1.

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta, Extracdo e Preparo do Material Vegetal

A Garcinia gardneriana foi coletada préximo a Fundacdo Universidade
Regional de Blumenau, na cidade de Blumenau, e identificada pelo professor

Marcos Sobral (Departamento de Botanica, Universidade Federal do Rio Grande do
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Sul), um exemplar foi depositado no Herbéario Dr. Roberto Miguel Klein (FURB,
Blumenau) sob o nimero 534-540.

A obtencdo do extrato bruto hidroalcodlico das folhas da Garcinia
gardneriana foi realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Dr. Valdir
Cechinel Filho do Departamento de Quimica da Universidade do Vale do Itajai. Apos
a lavagem das folhas, foram postas em estufa a 40 °C para secagem. Em seguida,
foram trituradas e deixadas em maceracao por sete dias em solucdo hidroalcodlica
(50% v/v) em frascos de vidro ambar, sendo agitadas periodicamente. Concluida a
maceracdo, a mistura foi filtrada em papel filtro e concentrada através de um
aparelho rotaevaporador com temperatura maxima de 50 . O extrato obtido foi
particionado com solventes de polaridades crescentes, como o0 hexano,

diclorometano e acetato de etila, sendo obtido o extrato semipuro.

4.2.2 Isolamento e purificagédo de composto

A partir dos extratos polares obtidos, foi isolado um composto com possivel
atividade inibitoria da melanogénese. O isolamento do composto foi através do uso
de procedimentos cromatograficos, como cromatografia em camada delgada para
monitoramento e cromatografia em coluna usando silica ou sephadex LH-20 como
fase estacionaria, para a separacdo. A elucidacdo estrutural dos compostos foi

realizada por métodos espectroscépicos usuais, como IV, RMN *H e RMN **C. Com

estruturas mostradas na FIGURA 8.
OH

OH O OH O
R = H volkensiflavona R=0H - GB-2a (3-8" naringenileriodictiol)
R = OH fukugetina R=H - GB-1a (3-8" binaringenin)

FIGURA 8: Biflavonodides da Garcinia. Estrutura quimica dos biflavondides volkensiflavona,
fukugetina, GB-2a e GB-1la.

43



4.2.3 Cultura de células melanoma murino B16F10 e diluicdo do extrato de Garcinia

gardneriana

Para os ensaios da melanogénese, foi cultivado para os experimentos a
linhagem celular de melanoma murino B16F10, que foi mantida em frascos de 75
cm? em meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) para crescimento
celular, suplementada com 10% de soro fetal bovino e penicilina/estreptomicina (100
UI/50pg.mL™) para prevencdo de contaminacdo bacteriana, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO, a 37 °C. Durante a incubac&o, o meio foi trocado a cada 2
dias, lavando com solucéo tampéo fosfato de sodio, repondo as mesmas condi¢cdes
de cultivo iniciais (LEE, J. et al., 2007). Um estoque de células B16F10 com 20% de
soro fetal bovino, 10% de dimetilsulfoxido em DMEM foi mantido em nitrogénio
liquido.

Para a dissolucdo do extrato da planta foi utilizado etanol absoluto e apés
diluicdes sucessivas em meio DMEM, a maior concentracdo de extrato 1000 pg/mL
ficou com numa concentracdo de 0,5% de etanol, para tanto, todos os grupos de
tratamento com o extrato nas diversas concentra¢cdes receberam essa concentragéo

de etanol.

4.2.4 Viabilidade celular

4.2.4.1 Azul de Tripan

A viabilidade das células B16F10 utilizadas nos experimentos foi avaliada
através do método de exclusdo com azul de tripan (MERCHANT, D. et al. 1964). As
células foram diluidas em solucdo a 0,4% de azul de tripan em solugdo tampéo
fosfato de sddio e sua viabilidade observada no microscopio optico (Bioval L —
2000). As células viaveis se mostraram bem delimitadas, refringentes, incolores e
redondas, enquanto que as nao viaveis apresentaram-se coradas de azul, pela
absorcdo do azul de tripan. Os experimentos foram realizados com as células que

apresentaram viabilidade > 90%.
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4.2.4.2 Ensaio MTT

Esse ensaio de viabilidade celular serve para verificar o potencial e a
proporcdo de morte celular causado pelos tratamentos especificos de identificacao
de compostos inibitérios da melanogénese. Foi feito usando brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). O MTT, quando incubado com células
viaveis, tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais, transformando-se de
um composto amarelo para um composto azul escuro (formazan). A producdo de
formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratéria (BHATIA, S. K. et al.,
2008). As células B16F10 foram plaqueadas em placa de 96 pocos na proporgéo
7x10° em 200 pL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
penicilina/estreptomicina (100 UI/50pg.mL™) por poco. Apds 24 horas, as células
foram lavadas com solugcdo tampao fosfato de sodio e tratadas com as amostras
dissolvidas em veiculo adequado mais meio DMEM suplementado com 1% de soro
fetal bovino e penicilina/estreptomicina (100 UI/50pg.mL™), incubadas por periodos
especificos conforme o experimento (primeiramente 24 e 48 horas e, depois dos
ensaios de conteudo de melanina). Apos tratamento e no final da incubacdo, o meio
foi retirado e as células lavadas com solucdo tampédo fosfato de sadio,
posteriormente 200 pyL de solucdo de MTT (0,5mg/mL em meio DMEM) foram
adicionados em cada poco. ApoOs incubacdo a 37C por 3 horas, o meio foi
cuidadosamente removido e 200uL de etanol foi adicionado. A absorbancia de cada
poco foi medida em 570nm usando espectrofotdmetro (SILVA et al., 2004; LIM, Y.L.
et al.,, 2009). O numero de células foi observado sob um microscépio invertido em
trés campos aleatoriamente selecionados. Porcentagem de confluéncia foi avaliada
antes do tratamento com a planta e novamente antes de realizar o ensaio de MTT, a
absorbancia das células néo tratadas foi considerada como 100% de viabilidade
celular (DOYLE, A.; GRIFFITHS, J. B., 1998; VIRADOR, V.M. et al., 1999).

4.2.4.3 Ensaio vermelho neutro

O vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetil-2-metilfenazina) é um
corante supravital, fracamente basico e solivel em agua que se acumula em

lisossomos de células viaveis. Apés incubacdo de 24 horas de 7x10° células por
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poco em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
penicilina/estreptomicina (100 UI/50 pg.mL™) em placa de 96 pocos. As células
foram tratadas com o extrato hidroalcodlico de Garcinia gardneriana (EHGG) em
diversas concentragdes e acido koéjico 500 uM (MIYAKE, M. et al., 2010) diluidos em
meio de cultivo com apenas 1% de soro fetal bovino, deixadas por 24 e 48 horas em
incubacdo a 37C. Decorrido o tempo, as amostras foram retiradas e as células
lavadas com solucédo tampao fosfato de sédio. Apds lavagem, foi adicionado o
corante vermelho neutro (40 pg/ml) dissolvido em meio DMEM. As células foram
incubadas durante 3 horas (37° C), tempo necessario para incorporacdo do corante
nas células vivas. Em seguida, o meio foi cuidadosamente retirado e feito uma
lavagem com a mistura de CaCl, 1% p/V e de formaldeido 0,5% V/V, eficiente em
remover o corante externo. Apoés, foram adicionados 200 pl de solucdo de acido
aceético 1% com etanol 50% V/V deixados por 10 minutos a temperatura ambiente e
agitacdo por poucos segundos. A absorbancia correspondente foi medida em
espectrofotometro a 540 nm. A absorbancia das células néo tratadas foi considerada
como 100% de viabilidade celular (DOYLE, A.; GRIFFITHS, J. B., 1998).

4.2.5 Ensaio de Conteudo de Melanina

Evidencia a capacidade inibitéria da melanogénese das substancias em
melandcitos vivos, mimetizando condic¢des fisioldégicas. Apds o crescimento celular,
as células foram soltas da superficie interna do frasco de cultivo com uma solucao
de tripsina, suspendidas em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e coletadas
apos a centrifugacdo por 5 minutos a 1100 rpm. Apés centrifugacao, descartou-se o
sobrenadante, as células foram contadas em camara de Neubauer e plagueadas em
placas de 24 pocos, com densidade celular de 4 x 10* células por poco, cultivadas
por 24 horas em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e
penicilina/estreptomicina (100 UI/50 pg.mL™). Apés as 24 horas, as células foram
lavadas com solucdo tampéo fosfato de sodio para depois receberem o tratamento.
As células foram tratadas com as concentracbes de 100, 30, 10, 3, 1 pg/mL do
EHGG (conforme o ensaio de contetdo de melanina) e com o composto isolado GB-
2a nas concentragfes de 100, 10, 1, 0,1 nM (ensaio de conteudo de melanina para

melanogénese espontanea), acido kéjico 500 uM (MIYAKE, M. et al., 2010) como
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controle positivo, e células sem nenhum tratamento como controle negativo, sendo
sempre as amostras dissolvidas em 1% de soro fetal bovino,
penicilina/estreptomicina (100 UI/50pg.mL™Y) em meio DMEM. Para mensurar a
guantidade de melanina existente no final do experimento, considerou-se o0 grupo
controle (100%) como a quantia total de producdo de melanina no periodo
experimental e os grupos de tratamento proporcionais a esse padréo, a taxa de
inibicao foi o valor de melanina produzido subtraido de 100 (MAEDA, K. et al., 2007;
NESTEROV, A. et al., 2008; LIM, Y.L. et al., 2009).

4.2.5.1 Contetdo de melanina por melanogénese espontanea

O contetudo de melanina produzido pelos melanécitos foi mensurado apoés
cultivo em condi¢des especificas descritas no topico anterior, a fim de quantificar a
capacidade inibitéria da melanogénese. No experimento de melanogénese
espontanea as células ficaram em tratamento com o EHGG por 48 horas a 37 T em
atmosfera umida contendo 5% de CO,, sem nenhum estimulo indutor. Terminado o
periodo de tratamento, as células foram lavadas com solu¢do tampédo fosfato de
sédio. As células aderidas, no fundo do poco, receberam 500 uL de uma solucao de
hidréxido de sédio 1N contendo 10% V/V de dimetilsulfoxido, sendo mantidas a 80C
em estufa por uma hora para lisar a célula e dissolver a melanina formada. A
absorbéancia de cada poco foi lida em espectrofotometro leitor de microplaca a 490
nm (HOSOI, A. J.; SUDA, K.T., 1985; CHEN, L.G. et al., 2009).

4.2.5.2 Contetdo de melanina induzido por radiacéo ultravioleta

O conteudo de melanina produzido pelos melandcitos nesse experimento foi
primeiramente induzido por radiacdo ultravioleta tipo B (comprimento de onda de
290 — 320 nm) na dose de 50mJ/cm? de radiacdo ultravioleta total (95% de UVB e
5% de UVC) utilizando-se lampadas TLO1 (Philips, Eindhoven, Netherlands) dentro
do fluxo laminar sobre a placa de cultura sem tampa. A dose da radiacdo ultravioleta
foi monitorada por um radiémetro (VLX-3, Vilbert Loumat). Estimulo que simula o
ocorrido na pele humana quando recebe radiacdo ultravioleta. Apos o plagueamento
das células e cultivo por 24 horas, foi feita a lavagem com solucdo tampéao fosfato de
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sbédio. A irradiacdo das células foi feita na mesma solugcdo de lavagem acima
descrita, depois da irradiagéo é retirada essa solucéo e feita a incubacéo das células
com as amostras por 24 horas a 37 € em atmosfera U mida contendo 5% de CO..
Terminado o periodo de tratamento, as células foram lavadas com solucao tampéao
fosfato de sodio. As células aderidas, no fundo do poco, recebem 500 pL de uma
solucdo de hidroxido de sodio 1N contendo 10% V/V de dimetilsulféxido, sendo
mantidas a 80 T em estufa por uma hora para lisar a célula e dissolver a melanina
formada. A absorbancia de cada poco foi lida em espectrofotbmetro leitor de
microplaca a 490 nm (ROMERO, C. et al,1994; CHEN, L.G. et al., 2009; ITOH, K. et
al., 2009).

4.2.5.3 Conteudo de melanina induzido por a - MSH

O conteudo de melanina produzido pelos melandcitos, nesse ensaio, foi
induzido pelo horménio a — MSH na concentracdo de 100 nM. Essa inducao
hormonal dos melandcitos simula o que acontece fisiologicamente quando o
horménio a — MSH se liga ao receptor de melanocortina — 1 na membrana dos
melandcitos. Aqui, apds 48 horas do plaqueamento das células, as mesmas foram
lavadas com solucdo tampao fosfato de sdédio e receberam simultaneamente o
tratamento do hormoénio mais o EHGG em diversas concentragdes por um periodo
de 48 horas, os quais ficaram a 37 € em atmosfera Umida contendo 5% de CO..
Terminado o periodo de tratamento, as células foram lavadas com solu¢do tampéo
fosfato de sddio. As células aderidas, no fundo do poco, recebem 500 pL de uma
solucdo de hidréxido de sédio 1IN contendo 10% V/V de dimetilsulfoxido, sendo
mantidas a 80 T em estufa por uma hora para lisar a célula e dissolver a melanina
formada. A absorbancia de cada poco foi lida em espectrofotbmetro leitor de
microplaca a 490 nm (WANG, H. et al., 2009).

4.2.6 Ensaio da atividade da tirosinase celular

A atividade da tirosinase celular foi feita para verificar a atividade da
tirosinase celular em B16F10 medindo a taxa de oxidacdo de L-DOPA. Células de

melanoma murino B16F10 foram plaqueadas numa densidade celular de 7 x 103 por
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poco em placas de 96 po¢cos em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino e penicilina/estreptomicina (100 UI/50pg.mL™) mantidas em atmosfera tmida
a 37 € com 5%CO, por 24 horas. Decorrido o tempo, foi adicionado solucdo
tampdao fosfato de sodio para realizar a lavagem, retirando essa solucdo usada de
cada poco. Para o tratamento foi adicionado o EHGG nas diversas concentracoes e
acido kojico 500 uM, dissolvidos em veiculo adequado e em meio DMEM
suplementado com 1% SFB e penicilina/estreptomicina (100 UI/50pg. mL™)
incubando a 37 € com 5% CO, por 48 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram retiradas dos pocgos, lavando as células com tampéao fosfato de sddio gelado e
lisando-as com tampéo fosfato de sédio contendo 1% V/V de triton-X (90 pL/poco),
levando posteriormente ao congelamento da placa a - 80C por 30 minutos. Apos
descongelamento, esperou-se atingir a temperatura ambiente, nessa etapa as
células sofrem ruptura pelo congelamento seguido de descongelamento. Os pogos
foram homogeneizados e adicionados 10 pL 1% p/V L-DOPA em tampao fosfato de
sédio a cada um. Em seguida, incubou-se a 37 T por 2 horas e leitura a 490 nm em
espectrofotometro (KIM et al., 2007; LI et al., 2010).

4.2.7 Teste padronizado de reguladores de pigmentacao

O teste padronizado de reguladores de pigmentacdo, também conhecido
como STOPR (standardized testing of pigmentary regulators) € utilizado para testar
possiveis compostos reguladores de pigmentacdo, sdo inicialmente rastreados
usando tirosinase purificada, a fim de testar se sdo capazes de inibir a
melanogénese. Foi testado o EHGG em varias concentra¢cdes 1000, 300, 100, 30,
10, 3, 1 pg/mL e o composto isolado GB-2a (10 pL) nas concentracfes 0,1, 1, 10,
100nM frente & 20 pL enzima tirosinase (500 U/mL), em microplaca de 96 pocgos.
Adicionou-se a cada po¢o 170 pL de uma mistura de L-tirosina 1 mM, tampao fosfato
de potassio, H,O (10:10:9), sendo o meio reacional aquoso. A microplaca foi
incubada a 37 C por 40 minutos. A quantia de dopaq uinona proveniente da reacao
da amostra foi determinada, baseada na densidade Optica a 490 nm, usando
espectrofotometro. O efeito inibitdério da atividade da tirosinase foi determinado em
funcdo da taxa de absorbancia baseado na densidade Optica a 490 nm usando
espectrofotometro (VIRADOR, V.M. et al.,, 1999; LIM, Y.L. et al.,, 2009). Como
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controle positivo foi usado 10 pL acido kéjico 500 uM e controle negativo 10 pL de
agua destilada. Todas as reac¢fes foram feitas em triplicata.

4.2.8 Cinética enzimatica

Os parametros cinéticos de inibicdo enzimética avaliados sdo a constante
Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima (Vmax) da atividade da tirosinase
determinados pela analise de parcela reciproca por Lineweaver-Burk com varias
concentracdes de substrato: L- tirosina e L-DOPA (FIGURA 9) 250, 500, 1000, 2000
mM num sistema tampéo fosfato de sddio 50 mM e &gua destilada (propor¢édo 10:
10: 9), 10 pL do composto isolado GB-2a nas concentracdes de 30, 150, 300, 600
png/mL e concentragdo constante da enzima tirosinase 500 U/mL (20 pL) em solucéo
tampéao fosfato de soddio 50 mM. A microplaca de 96 pocos foi incubada a 37 C por
30 minutos. Com leitura em espectrofotdmetro de placa em 490 nm.

A O B 5 COOH

NH, HO
HO

FIGURA 9: Estruturas quimicas L — tirosina (A) e L — DOPA (B)
Fonte: CHEMISTRY.COM, 2010; CAYMANCHEM, 2010.

Num segundo momento foi mantida constante a concentracdo de L- tirosina
em 1000 mM e tirosinase 500 U/mL, o GB-2a nas concentra¢des 30, 150, 300, 600
ug/mL, acido kéjico 500uM com a placa incubada a 37 T com tempo variavel, com
leitura a cada 10 minutos no mesmo comprimento de onda. O programa Enzyme
Kinetics Module of GraphPad Software Prisma foi usado para calcular os parametros
cinéticos e a natureza da inibicdo. A eficiéncia e reprodutibilidade desse programa
estdo bem estabelecidas (KIM, Y. J. et al., 2005; CHAWLA et al., 2008; ZHANG, X.
et al., 2009).
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4.2.9 Anéalise Estatistica

Os dados obtidos das amostras foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA uma via) seguida pelo teste de multipla comparacdo Newman-Keuls, para
determinacdo do nivel de significAncia das diferencas. Foram considerados
estatisticamente significativos: P < 0,05 — *; P < 0,01— **; P < 0, 001 — *** Os
resultados foram expressos graficamente (GraphPad Software Prisma, versao 3.0,
San Diego California, EUA), a partir dos valores absolutos, como porcentagem
média em relacdo ao controle + erro padrdo da média (EPM), com intervalo de

confianca de 95%.
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RESULTADOS




5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR

5.1.1 MTT

A fim de verificar os possiveis efeitos citotoxicos sobre as células B16F10
dos tratamentos: EHGG nas concentra¢cdes de 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1
ug/mL e acido kojico 500 pM, foram avaliados através do ensaio de viabilidade
celular pelo método do MTT, no qual células vivas possuem enzimas mitocondriais
viaveis que conseguem fazer a degradacdo do sal, formando um composto azul
escuro, o qual é detectado pelo espectrofotdmetro em 570 nm. Nesse ensaio foi
possivel notar reducdo da viabilidade celular advinda da concentracdo de 1000
ug/mL no periodo de 24 horas, reduzindo para 20 + 2,11% (GRAFICO 1A) e em
1000 e 300 pg/mL no periodo de 48 horas, para 25,69 £+ 1,89% e 34,93 * 8,44 %,
respectivamente, em relagdo ao controle (GRAFICO 1B). Ja nas concentracbes de
100, 30, 10, 3, 1, 0,3 e 0,1 pg/mL e acido kgjico 500uM nédo houve diminuicdo da
viabilidade celular em nenhum dos periodos avaliados.

Como a dissolucéo do extrato da planta foi feita em etanol absoluto e apos
diluicdes sucessivas em meio DMEM, a maior concentracédo de extrato 1000 pg/mL
ficou com numa concentracdo de 0,5% de etanol, todos os grupos de tratamento
com o extrato nas diversas concentragcdes receberam essa concentragao de etanol,

o qual nédo prejudicou a viabilidade celular.
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GRAFICO 1 — Anélise da viabilidade celular das células B16F10 pelo método MTT ap0s 24
horas (A) e 48 horas (B) de tratamento com EHGG, veiculo 0,5% etanol, acido kdjico. As
barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 6). Os simbolos representam o nivel de

significancia quando comparados ao grupo Controle. ***P<0,001

5.1.2 Vermelho neutro

De acordo com DOYLE, A. e GRIFFITHS, J. B. (1998) o corante vermelho
neutro é incorporado através de transporte passivo pela membrana plasmatica das
células e armazenado dentro dos lisossomos. Portanto, células higidas conseguem
fazer a incorporagdo do corante e células mortas ou danificadas ndo conseguem
reter o corante dentro das células.
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Com o intuito de avaliar a viabilidade celular das células B16F10 apos
tratamento com o EHGG nas concentragdes de 1000, 300, 100, 30, 10, 3,1, 0,3, 0,1
png/mL e acido kojico 500 uM utilizou-se o ensaio do vermelho que verifica se houve
reducdo da viabilidade celular. ApGs o tratamento com o EHGG nos periodos de 24
e 48 horas, foi adicionada uma solucéo de &cido acético e etanol para romper as
células e solubilizar o corante “internalizado”, essa solugéo resultante foi lida em 540
nm. Foi notavel a reducéo da viabilidade celular no periodo de 24 horas (GRAFICO
2A) nos grupos de 1000 e 300 pg/mL com valores de 54,77 + 1,00% e 46,91 +
3,02%, e no periodo de 48 horas (GRAFICO 2B) com valores de 22,37 + 1,69% e
25,82 + 3,19%, respectivamente. Nas outras concentragfes de tratamento com o
EHGG e acido kéjico ndo houve reducédo da viabilidade celular.

Da mesma forma que no ensaio do MTT para a dissolucdo do extrato da
planta foi utilizado etanol absoluto, no qual a maior concentracdo de extrato 1000
pHg/mL, o etanol ficou numa concentracdo de 0,5%. Portanto, todos 0s outros grupos
de tratamento com o extrato receberam essa concentracdo de etanol, o qual néo

prejudicou a viabilidade celular.
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GRAFICO 2 — Andlise da viabilidade celular das células B16F10 pelo método vermelho

neutro apos 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento com EHGG, veiculo 0,5% etanol,

acido kodjico. As barras verticais representam a meédia + E.P.M. (n= 6). Os simbolos

representam o nivel de significAncia quando comparados ao grupo Controle. ***P<0,001
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5.2 AVALIACOES DO CONTEUDO DE MELANINA COM O EXTRATO DA Garcinia

gardneriana

5.2.1 Melanogénese espontanea e viabilidade celular

No GRAFICO 3A, as células B16F10 ao serem analisadas em
melanogénese espontanea foram mantidas em cultivo para verificar a producao de
melanina, por dois dias consecutivos, sem nenhum estimulo, somente receberam,
nesse periodo, o tratamento com EHGG nas concentrag6es de 3, 10, 30, 100 pg/mL
e acido kagjico 500 uM, o que produziu uma taxa de inibicdo de 27,92 + 3,46%, 26,63
+ 3,92%, 32,41 + 4,05%, 34,13 + 10,99% e o controle positivo 31,07 + 4,69%. A
melanina produzida foi solubilizada em meio alcalino, os poc¢os de cada tratamento
foram lidos em espectrofotbmetro de placa. Pode-se observar que a concentragao
de 100 pg/mL provocou a maior taxa de inibicdo, com menor teor de melanina
desenvolvido pelas células. N&o foi possivel afirmar a formacdo de um platd pelas
concentracfes maiores possuirem potencial citotdéxico e ndo serem utilizadas.

Ja, o GRAFICO 3B mostra a viabilidade das células findado o tratamento
com o0 EHGG e o controle positivo. Todos os grupos de células B16F10 nao tiveram
sua viabilidade alterada, identificado por ndo haver diferenca estatistica significativa

em relacdo ao controle negativo, grupo que néo recebeu nenhum tratamento.
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GRAFICO 3 — Conteido de melanina avaliado por melanogénese espontanea das células
tratadas com o EHGG e &cido kdjico por 48 horas (A) e viabilidade celular (MTT) apés 48
horas de tratamento (B). As barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 4). Os
simbolos representam o nivel de significAncia quando comparados ao grupo Controle.
**P<0,01
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5.2.2 Melanogénese induzida por radiacdo ultravioleta e viabilidade celular

O GRAFICO 4A mostra o perfil de producdo de melanina de uma
melanogénese induzida por radiacéo ultravioleta na dose 50 mJ/cm? que avaliou a
capacidade de resposta dos melandcitos mediante tratamento com o EHGG por 24
horas em cultivo, apds o estimulo. Nas concentracdes de extrato utilizadas 10, 30 e
100 pg/mL houve uma diminuicdo significativa do conteddo de melanina, com uma
inibicdo de 23,84 + 4,03%, 23,27 + 3,68% e 21,16 + 1,71% e o &cido kojico 500uM
produziu uma inibicdo de aproximadamente 59 + 3,91%,. Paralelamente foi realizado
0 ensaio de viabilidade celular para verificar os efeitos do tratamento sobre a
viabilidade das células durante o experimento (GRAFICO 4B). E possivel observar
que o efeito inibitério na producdo de melanina ndo é decorrente de reducdo de
viabilidade, pois em todos o0s grupos de tratamento as células se mantiveram

viaveis, até o término do experimento.
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GRAFICO 4 - Contetdo de melanina avaliado por melanogénese induzida por radiacédo UVB

das células tratadas com 0 EHGG e acido kéjico por 24 horas (A) e viabilidade celular (MTT)

apos 24 horas de tratamento (B). As barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 4).

Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparados ao grupo Controle.

**P<0,01, **P<0,001
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5.2.3 Melanogénese induzida por a-MSH e viabilidade celular

O GRAFICO 5A demonstra o contetido de melanina produzido pelas células
apos inducdo com o horménio a-MSH na concentracdo de 100 nM, conforme
metodologia anteriormente descrita. Nas concentracbes de EHGG utilizadas, as
concentracfes de 100 e 30 pg/mL produziram uma inibicdo de 27,47 + 1,61% e
18,48 + 3,51% e as concentracdes de 10, 3 e 1 pg/mL uma taxa inibitoria de 54,31 +
2,50, 65,75 + 4,67% e 60,55 + 3,50%, respectivamente. O controle positivo acido
kojico 500 pM, nesse ensaio, produziu uma inibigdo de 53,94 + 3,01%.

Essa diminuicdo da producdo de melanina pelas células se deve pela
presenca do EHGG e néo pela citotoxicidade do EHGG nas concentracdes utilizadas
sobre as células, pois o0 ensaio do MTT demonstra que, no fim do experimento, as
células permaneceram viaveis, capazes de biotransformar o sal brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium. (GRAFICO 5B)
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GRAFICO 5 - Contetido de melanina avaliado por melanogénese induzida por a-MSH das
células tratadas com o EHGG e acido kdjico por 48 horas (A) e viabilidade celular (MTT)
apos 48 horas de tratamento (B). As barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 4).
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*P<0,05, **P<0,01, **P<0,001
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5.3 ENSAIO DA ATIVIDADE DA TIROSINASE CELULAR COM O EXTRATO DA

Garcinia gardneriana

A biossintese de melanina tem a tirosinase como enzima chave, para iSso o
efeito do EHGG sobre a tirosinase foi determinado. A tirosinase celular teve sua
atividade diminuida em 20,82 + 2,17%, 20,63 + 2,17%, 18,12 + 3,32%, 17,33 +
2,32%, 18,77 * 2,86% nas concentracbes de 10, 3, 1, 0,3, 0,1 pg/mL,
respectivamente. Pode-se notar que houve uma diminuicdo da tirosinase de murino
em aproximadamente 19,13% nas concentra¢gbes de 10 a 0,1pg/mL, o que indica
uma inibicdo direta sobre a atividade da enzima, resultando numa diminuigdo da
acado da enzima sobre o substrato L-DOPA, consequentemente menor conversao e
producdo de dopaquinona detectado pelo espectrofotometro pela linhagem celular
B16F10.

O controle positivo exerceu uma inibicdo de 59,2 + 2,27%. O grupo veiculo &
composto de 0,5% de etanol e essa mesma concentracao de etanol esteve presente
nos grupos de tratamento. (GRAFICO 6)
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GRAFICO 6 — Atividade da tirosinase celular de murino apds tratamento de 48 horas com o
EHGG, veiculo (0,15% etanol), acido kojico. As barras verticais representam a média *
E.P.M. (n= 6). Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparados ao
grupo Controle. *P<0,05, **P<0,001
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5.4 MEDIDA DO EFEITO INIBITORIO SOBRE A TIROSINASE PURIFICADA IN
VITRO COM O EXTRATO DA Garcinia gardneriana

Nesse ensaio enzimatico in vitro utilizando a enzima tirosinase purificada
500U/mL e o substrato L-tirosina 1 mM, com o EHGG em varias concentracdes
(GRAFICO 7) colocado frente a enzima tirosinase foi possivel observar uma inibi¢éo
de: 34,34 + 2,51%, 32,13 + 4,15%, 11,15 + 2,11%, 18,07 + 1,81%, 22,89 + 1,59%,
19,28 £ 1,20%, 18,27 £+ 3,72% nas concentracdes de 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1
ug/mL, respectivamente, ocorrendo uma inibicdo méxima na concentracdo de 1000
pHg/mL com um valor de aproximadamente 35%. O acido kdjico, nesse ensaio

enzimatico, apresentou uma taxa de inibicdo de 79,72 + 0,72%.
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GRAFICO 7 — Atividade da tirosinase purificada apds tratamento com o EHGG e &cido
kojico por 40 minutos. As barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 3). Os simbolos
representam o nivel de significancia quando comparados ao grupo Controle. *P<0,05,
*P<0,01,***P<0,001
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5.5 AVALIACAO DO CONTEUDO DE MELANINA POR MELANOGENESE
ESPONTANEA DO COMPOSTO ISOLADO GB-2a E VIABILIDADE
CELULAR

Pelo fato de EHGG provocar atividade inibitéria sobre a melanogénese, foi
realizado a verificacdo de um possivel efeito inibitorio do composto biflavonéide GB-
2a, através da melanogénese espontanea em células de melanoma murino B16F10.
Observa-se no GRAFICO 8A que o GB-2a nas concentragdes de: 0,1, 1, 10, 100 nM
induziu inibicdes de 44,35 + 5,2%, 48,97 + 5,47%, 52,93 + 1,77%, 58,60 + 3,91%,
respectivamente. Com isso, 0s niveis de melanina das células tiveram seus
conteudos significativamente minorados de maneira dose dependente, com maior
inibicdo em 100 nM de GB-2a. J&, o acido kéjico provocou uma taxa de inibicdo de
32,97 +4,69%.

Quando o GB-2a foi submetido ao teste de viabilidade celular nas
concentracbes de 0,1 a 100 nM utilizadas para a avaliagdo da sua acao sobre a
melanogénese espontanea nao houve reducgéo da viabilidade celular provocado pelo
composto biflavonoide, aspecto demonstrado pela ndo diferenca estatistica entre os

grupos, o que justifica seu uso nessas concentra¢des. (GRAFICO 8B)
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GRAFICO 8 - Contetdo de melanina avaliado por melanogénese espontanea das células

tratadas com o GB-2a e acido kdjico por 48 horas (A) e viabilidade celular (MTT) das células
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*P<0,01
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5.6 MEDIDA DO EFEITO INIBITORIO SOBRE A TIROSINASE PURIFICADA IN
VITRO DO COMPOSTO ISOLADO GB-2a

Visto o efeito do GB — 2a no conteudo de melanina e a atividade sobre a
tirosinase purificada do EHGG decidiu-se submeter no mesmo ensaio com a enzima
tirosinase purificada, o composto isolado 13-naringenina-118-eriodictiol (GB-2a). Nas
concentracfes de 1, 10, 100 nM de GB-2a foi demonstrado uma inibicao de: 26,82 +
0,81%, 29,93 + 0,65%, 26,62 + 0,55%, respectivamente, na concentracao de 0,1 nM
ndo houve diferenca estatistica significativa. Na concentragédo de 10 nM foi obtida a
inibicAio maxima de aproximadamente 30%, o que permitiu somente 70% da
atividade enzimatica, pelo composto GB-2a ter atingido um platd nas concentracdes
vizinhas utilizadas e o acido kojico 500 pM uma inibicdo de 66,33 + 1,20%
(GRAFICO 9).
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GRAFICO 9 - Atividade da tirosinase purificada apds tratamento com o GB-2a e &cido kdjico
por 40 minutos. As barras verticais representam a média + E.P.M. (n= 3). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparados ao grupo Controle. *P<0,05,
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Tanto no ensaio com o extrato de Garcinia gardneriana como com o
composto isolado GB-2a, a deteccdo de dopaquinona formada pela reagdo da
tirosinase sobre o substrato L-tirosina formando L-Dopa e consequentemente
dopacromo, foi lida em espectrofotbmetro a 490 nm, comprimento de onda capaz de
captar a presenca de dopaquinona. Valores de absorbéancia altos sao resultantes de
maior producdo de dopacromo e valores mais baixos sdo resultantes de menores
taxas de conversfes de L-tirosina em dopacromo. Nesse Ultimo caso, a presenca de
um inibidor como os utilizados: extrato hidroalcodlico de Garcinia gardneriana e o
biflavonéide GB-2a impediram essa conversdo de maneira integral pelo bloqueio do

funcionamento da enzima tirosinase em agir sobre seu substrato L-tirosina.

5.7 CINETICA ENZIMATICA DA TIROSINASE PURIFICADA FRENTE AO
COMPOSTO GB-2a

Os parametros cinéticos enzimaticos de inibicdo enzimatica avaliados séo
Km (constante de Michaelis-Menten), que € a concentracdo de substrato necesséria
para atingir a metade da velocidade méxima da reacdo enzimatica e Vmax
(velocidade maxima), a velocidade de reacdo enzimatica que aumenta com o
acréscimo da concentracdo de substrato até um ponto em que atinge a velocidade
maxima de reacdo, momento em que ocorre saturacdo da enzima, ocupacao de
todos os sitios ativos enzimaticos, permanecendo constante a partir desse estagio
(platd de velocidade). Mesmo aumentando a concentracao de substrato ndo ocorre
modificacdo na velocidade da reacdo e conversao do substrato. Esse parametro de
aumento de conversao podera ser melhor avaliado se houver uma ampliacdo do
tempo de reacdo, para que a enzima tenha tempo disponivel para fazer a
degradacéao de todo substrato adicionado (LEHNINGER, A. L. et al. 2006).

5.7.1 L-Tirosina

A curva do controle representa a velocidade da reacdo enzimatica da
tirosinase, frente ao aumento na concentracdo de substrato L-tirosina até a

velocidade da reacéo alcancar um platd, que chega a um Vmax de 0,004, no eixo
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V(Aabs/min). Isso revela o comportamento enzimético da enzima tirosinase, que
possue um Km 300 uM para L-tirosina, concentracdo de substrato necessaria para
alcancar metade da velocidade maxima dessa reacdo enzimatica. No ponto em que
se estabelece a Vmax, pode-se perceber que € preciso uma concentracdo de 1 mM
de L-tirosina, mantendo-se constante a partir dai a velocidade da reacdo, mesmo
com acréscimos de substrato.

Num segundo momento, quando se avalia a presenca do biflavonoide GB-2a
em varias concentracdes, é possivel notar que, em 4,04.10° mM ocorre uma
deflacdo de Vmax para aproximadamente 0,004 no eixo V(Aabs/min) e em 2,02.10™
mM, 4,04.10" mM, 8,08.10" mM a deflacéo fica entre 0,003 no eixo V(Aabs/min).
Porém, em todos os perfis, o valor de Km permanece em 300 uM, o mesmo valor
observado, na curva controle, com auséncia de inibidor. Portanto, quando se
adiciona o GB-2a nas varias concentracdes ocorre uma diminuicdo do valor de
Vméax, mesmo em concentra¢gdes de substrato mais altas. Com esse cenario, afirma-
se a ocorréncia de inibicdo da enzima tirosinase pela presenca do biflavonoide GB-
2a, pois a enzima nao consegue atingir a velocidade maxima e, um aumento de
substrato n&o reverte a inibicdo (GRAFICO 10).

No GRAFICO 11A, quando se insere a variavel tempo, é possivel notar que,
com a leitura a cada 10 minutos, com o0 aumento do tempo de incubacéo e
constantes concentragdes de enzima e substrato, ndo ocorre aumento da conversao
do substrato em produto. Tem-se um comportamento parecido com o acido kojico
500uM, as diversas concentragdes do GB-2a utilizadas.

Esse comportamento de inibicdo concentracdo versus velocidade é melhor
observado através do grafico do duplo-reciproco de Lineweaver — Burk, que
apresenta os valores inversos da concentracdo de substrato e velocidade,
adquirindo uma configuragéo linear. Aqui, se identifica pela continuidade da reta
controle (auséncia de inibidor) um valor inverso da velocidade (1/v) na altura de 200.
Quando se insere o inibidor ocorre a modificacdo de 1/v para outros valores,
interseccbes em outros pontos no eixo de 1/v, gerando por consequéncia
modificacdes na reta que passa a apresentar outras inclina¢cdes. Sendo possivel
evidenciar que as diversas concentracfes do composto isolado provocam Varios
valores de velocidade inversa, com aumento nos valores inversos de velocidade

(1/v) e nenhuma mudanca nos valores de Km. Pelo prolongamento dessas retas
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ocorrem varias intersec¢fes em varios pontos do eixo 1/[S]. Nesse tipo de gréafico

com configuracdo linear onde a inclinagdo corresponde a relagdo Km/Vmax e os

valores plotados sdo os inversos dos reais, quanto maior a inclinacdo para cima,

maiores serdo os valores do eixo 1/v, ou seja, menor a velocidade e, portanto, mais

lenta se torna a reacgéo enzimatica (GRAFICO 11B).

Todos esses parametros acima descritos estdo sumarizados na TABELA 1.

TABELA 1 — Parametros cinéticos para o substrato L - tirosina

Grupos Vmax Km Intersecgéo 1/v | Intersecgéo 1/[S]
(Aabs/min) (UM)
Controle 0,00520 + 300,0+ 63,04 3.429 + 0.554 -0,001955
0,0003
GB-2a 0,00456 + 300,0 + 179,0 4.413 + 1.345 -0,002480
4,04.10° mM 0,0007
GB-2a 0,00380 + 300,0 + 67,80 6.129 + 0.671 -0,004580
2,02.10 mM 0,0002
GB-2a 0,00378 + 300,0 + 117,7 6.773 +0.575 -0,005095
4,04.10" mM 0,0004
GB-2a 0,00324 + 300,0 + 107,2 6.416 + 0.488 -0,007264
8,08.10 mM 0,0005
FONTE: O autor
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GRAFICO 10 - Velocidade de formacdo de dopaquinona em funcdo da crescente

concentracao de L — tirosina com grupos: controle e GB-2a em diversas concentragfes.
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GRAFICO 11 - Lineweaver — Burk para inibicio do GB-2a sobre a tirosinase purificada com

substrato L — tirosina (A). Formacdo de dopaquinona com L — tirosina 1mM com tempo

variavel (B).

5.7.2 L-DOPA
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Pela caracteristica da reacdo enzimatica da tirosinase, primeiro agir sobre o
substrato L - tirosina para formar L-DOPA, foi necessério avaliar o comportamento
da enzima, frente ao segundo substrato, antes de formar a dopaquinona.
Consequentemente, procedeu-se da mesma forma; porém, avaliando com
concentragbes crescentes de L-DOPA, na presenga do biflavonoide GB-2a. No
GRAFICO 11A, a curva controle com aumentos sucessivos do substrato, alcanca o
platd de velocidade (Vmax) em aproximadamente 0,35 pumol/min, correspondendo a
saturacdo de todos os sitios ativos da enzima e possuindo um Km de
aproximadamente 792 mol/L. Quando ocorre a inser¢cdo do GB-2a, em diversas
concentracgdes, a velocidade de conversdo substrato em produto € diminuida, o que
é identificado pela queda, nos valores de velocidade de conversédo do substrato em
produto, menor formacdo de dopaquinona, composto colorido detectado pelo
espectrofotometro. Percebe-se modificagdes, com o substrato L-DOPA, nos valores
de Km em cada concentragao de inibidor presente na reacdo, com valores de Km
distintos e mudancas na inclinacéo das curvas.

A fim de linearizar as curvas, foi delineado o grafico de Lineweaver-Burk
para L-DOPA (GRAFICO 11B). As retas, que correspondem ao biflavonoide, em
varias concentracdes, interceptam o eixo em varios pontos e ainda, diferente da reta
que define o0 comportamento enzimatico da tirosinase para L-DOPA.
Complementarmente, ha varias intersec¢cdes no eixo 1/[S] em pontos diferentes
entre si. Com isso, € presumivel que o GB-2a néo é deslocado por aumentos de L-
DOPA e inibe a enzima tirosinase na tarefa de conversdo da L-DOPA; portanto,
menor formacéo de dopaquinona.

Todos esses valores para a cinética enzimatica da enzima tirosinase para L-
DOPA estdo sumarizados na TABELA 2.
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GRAFICO 12 — Velocidade de formacdo de dopaquinona em funcdo da crescente
concentracdo de L — DOPA com grupos: controle e GB-2a em diversas concentracdes (A).

Lineweaver — Burk para inibicdo do GB-2a sobre a tirosinase purificada com substrato L —

DOPA (B)
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TABELA 2 — Parametros cinéticos para o substrato L-DOPA

Grupos Vmax Km Interseccéo 1/v | Interseccao 1/[S]
(umol/L) (mol/L)
Controle 0,35 £ 0,036 791,6 + 186,8 3.429 £ 0.554 -0,001955
GB-2a 0,43+0,173 256,9 + 128,8 4413 £1.345 -0,002480
4,04.10° mM
GB-2a 0,18 £ 0,018 300,0 + 105,3 6.129 + 0.671 -0,004580
2,02.10" mM
GB-2a 0,16 £ 0,012 250,9+71,2 6.773 £ 0.575 -0,005095
4,04.10" mM
GB-2a 0,16 £ 0,012 170,7 + 58,5 6.416 + 0.488 -0,007264
8,08.10" mM

FONTE: O autor
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6 DISCUSSAO

A preocupacao com a aparéncia da pele e o aumento da expectativa de vida
da populacdo leva as pessoas a estar sempre em busca da melhora de sua
aparéncia, manutencdo de uma pele saudavel e também de coloragdo homogénea,
pois o0 surgimento de manchas é um dos fatores depreciativos da pele.

A melanina possui um papel crucial no que diz respeito a protecdo da pele
contra os efeitos deletérios da radiacdo ultravioleta advinda do sol. Embora a
melanina tenha essa fungéo fotoprotetora, pode ocorrer um acumulo anormal desse
pigmento em diversas partes da pele, o que resulta em manchas hipercromicas. A
partir desse fenémeno, estudos tém sido realizados com o intuito de desvendar os
principais mecanismos indutores dessas desordens de pigmentacdo e também
pesquisar compostos com atividade bloqueadora da melanogénese exacerbada,
muitos deles de origem natural e outros de fonte sintética (CHANG, T.S., 2009;
CHOI, W., et al.,2010).

O tratamento com agentes despigmentantes da pele, tanto do ponto de vista
farmacoldgico como cosmetoldgico, deve oferecer eficacia e seguranca sem o
aparecimento de efeitos colaterais. O composto fendlico hidroquinona, um dos
despigmentantes mais usados, com potente atividade supressora de melanécitos e
consequentemente redutora de melanina, possui muitos efeitos citotoxicos e
prejudiciais, por produzir um forte efeito oxidante, gerando subprodutos téxicos no
interior dos melandcitos, que podem causar uma despigmentacdo permanente.
(DRAELOS, Z.D., 2007; HU, Z.M. et al., 2009). O acido kojico é utilizado como ativo
dermatolégico para clarear a pele hiperpigmentada, possui efeito adverso de
sensibilizacdo, causando, desta forma, dermatite, citotoxicidade e até mesmo cancer
de pele, o que levou ao desuso em alguns paises (NAKAGAWA, M. et al.1995;
SERRA-BALDRICH, E. et al., 1998).

A espécie Garcinia gardneriana foi objeto de estudo para o presente
trabalho, tendo em vista a crescente pesquisa em substancias capazes de regular a
melanogénese; espécies do género Garcinia ja possuirem atividade inibitoria da
tirosinase relatada. A espécie Garcinia gardneriana com rica constituicdo quimica
em polifendis, marcada pela presenca de biflavonoides, dentre eles volkensiflona,

fukugetina, 13-naringenin-lI8-eriodictiol (GB-2a), GB-la (I3-118-binarigenin) com
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estruturas moleculares mostradas na FIGURA 8 e pelo fato de a atividade
reguladora da melanogénese ainda néo ter sido estudada.

Primeiramente, o extrato hidroalcodlico da Garcinia gardneriana foi
submetido a testes de viabilidade celular na linhagem B16F10, a fim de verificar a
sua citotoxicidade. Como estas células apresentam resisténcia a tratamentos,
caracteristica de células tumorais (RUMJANEK et al., 2001), pode-se concluir uma
robustez nos resultados apresentados por esses testes. Um largo intervalo de
concentractes de EHGG foi avaliado e apenas as concentracdes mais altas (1000 e
300 pug/mL) usadas causaram efeitos deletérios as células, evidenciado pelo teste do
MTT, o qual reflete funcionamento das mitocOndrias celulares. Estas organelas
possuem enzimas responsaveis pela metabolizacdo do sal. Essas, vitais para a
respiracdo celular e sintese de adenosina trifosfato (ATP), consequentemente
sobrevida da célula (PAROLIN, M.B.; REASON, |.J.M., 2001).

O ensaio do vermelho neutro foi realizado para melhor elucidagédo da
citotoxicidade do EHGG. O vermelho neutro é um corante solivel em agua, que, ao
atravessar a membrana plasmatica, se concentra nos lisossomos de células vivas,
fixando-se nos sitios aniénicos da matriz lisossomal por ligacBes eletrostaticas.
Quando as células estado viaveis, sua membrana celular esta intacta, conseguindo,
desta forma, capturar o corante. Portanto, quantitativamente, uma maior absorbancia
lida & decorrente de maior numero de células viaveis em comparacao com o controle
(DAGUANO et al., 2007; SCHROTEROVA et al., 2009).

No ensaio de citotoxicidade com o vermelho neutro, apos tratamento com o
EHGG, notou-se que as mesmas concentracdes que provocam efeitos nocivos a
linhagem celular B16F10, no ensaio do MTT, ocasionaram danos a membrana
celular das células e, por consequéncia, ao sistema lisossomal, o que prejudica a
homeostasia da célula como um todo, pois o0s lisossomos sdo responsaveis pela
degradacdo de moléculas, reparo da membrana plasmatica, ligacdo ao material
endocitado (TURK, B.; TURK, V., 2009) e por sua vez, a membrana plasmatica
mantém moléculas no interior da célula e regula a entrada de moléculas, do meio
extracelular, de forma seletiva (ALBERTS, B. et al., 2006).

Com esses dois parametros avaliados — sistemas mitocondrial e lisossomal —
pode-se afirmar que o EHGG nas concentracfes de 1000 e 300ug/mL provocam

efeitos toxicos as células, assim ndo devem ser usados experimentalmente, por
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induzirem a resultados falsos, sem validade, quando se trata de diminuicdo da
atividade enzimatica e producédo de melanina pela célula.

LIM e cols. (2009), com o intuito de pesquisar o efeito do Arbutin na
biossintese de melanina (substancia que provoca o clareamento de manchas
hipercrémicas), submeteram a linhagem celular BL6F10 a varias concentracbes da
substancia em estudo, numa faixa de 10 a 1000 pM ao teste MTT para verificar a
viabilidade celular e obteve que, nas concentracdes de 10 a 250 uM nao houve
citotoxicidade significativa. Ja, nas concentracdes de 500 e 1000 uM houve sinais de
citotoxicidade. Corroborando NAKAJIMA et al., 1998 afirmam que o Arbutin, em
cultura de células de melanoma humano em concentra¢cdes néao-citotoxicas,
diminuem a melanogénese, sem alterar os niveis de RNAm de tirosinase. Portanto,
através desses ensaios de Vviabilidade celular € possivel sustentar que,
concentracfes altas de substancias como acima de 300 pg/mL para Garcinia
gardneriana e acima de 500 uM para o arbutin sdo ponderadas como citotoxicos.

Na sequéncia dos ensaios de viabilidade celular, para investigar a acdo do
EHGG sobre a melanogénese, foi usado um modelo celular de cultivo in vitro;
células B16F10 foram cultivadas na presenca do extrato nas concentracdes onde
ndo houve citotoxicidade, com auséncia de qualquer estimulo, apenas
desenvolvendo a melanogénese espontanea, propria da linhagem de melanoma.
Nesse experimento, as concentracdes de extrato utilizadas tiveram uma importante
inibicdo na producdo de melanina de aproximadamente 30%; as células somente
conseguiram produzir 70% de melanina, faixa inibitoria semelhante ao acido kojico
ensaiado simultaneamente, que possui uso consagrado como ativo despigmentante,
extensamente usado em cosméticos e produtos farmacéuticos, com propriedade
testada e comprovada por LIM, J. T. (1999) o qual aplicou um gel, contendo acido
kdjico, sobre a pele de pacientes com melasma, obtendo um clareamento de 60%,
nas mulheres chinesas tratadas.

HANAMURA, T. e cols (2008) testaram a interferéncia na melanogénese
espontanea do extrato de Malpighia emarginata, popularmente conhecida como
acerola, uma planta rica em polifendis, sobre a mesma linhagem B16F10, usada
para testar o EHGG, obtiveram também atividade inibidora sobre o conteddo de
melanina produzido pelas células, numa faixa de concentracédo de extrato de 100 a
10 pg/mL.
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Com a finalidade de mimetizar o que ocorre na estimulagdo da melanogénese
com a radiacao ultravioleta, radiacdo que regula a pigmentacdo da pele humana, a
qual diretamente aumenta a expressao e atividade da tirosinase em melandcitos ou
indiretamente estimula a liberac&o de fatores liberados pelos queratinocitos, que sao
0S responsaveis por induzir o acimulo de melanossomos em melandcitos (KIM, Y. J.
et al.,, 2005). E mais ainda, por ser provavelmente um dos maiores causadores de
hiperpigmentacéo e seus efeitos diretos sobre a membrana de melandcitos serem a
liberacdo de diacilglicerol e acido araquidénico, os quais estdo relacionados por
desencadear processo inflamatério e como forma de resposta ocorrer bronzeamento
e por também, indiretamente, induzir mitose de melandcitos, aumento de dendritos
melanocitarios (aumento de transferéncia de melanossomos para a unidade melano
epidérmica) e a melanogénese induzida por radiacdo UV gerar fotodanos agudos e
crébnicos (GILCHREST, B. A. et al.,, 1996, ABDEL-MALEK, Z. A. et al., 2010)
resolveu-se utilizar desse mecanismo indutor de melanogénese para estimular as
células B16F10, o que revela sobremaneira a realidade. Com isso, quando a
linhagem celular de melanoma de murino recebeu a radiacéo ultravioleta do tipo B
na dose descrita, conforme a metodologia item 4.2.5.2, seguida de tratamento com o
EHGG nas concentracdes anteriormente determinadas como néo citotoxicas, houve
uma diminuicdo de sintese de melanina pelas células, as quais somente obtiveram
77% do contetdo de melanina quando tratadas com a Garcinia gardneriana. Nesse
mesmo ensaio, 0 acido kojico apresentou uma inibicdo de 60%, porém, como
relatado acima, esse acido é portador de grande quantidade de efeitos colaterais, o
que torna seu uso em terapia despigmentante limitado.

O mesmo efeito supressor da melanogénese ocorreu em estudo feito por
SUH, K. S. et al. (2009) quando submeteram as células B16F10 ao extrato de
sementes de Euphorbia lathyris, no qual houve uma diminuicdo da melanogénese
guando comparado ao Arbutin.

COSTIN, G. E. e HEARING, V. J. (2007) em trabalho sobre a modulacéo da
pigmentacdo da pele humana, em resposta ao estresse discute que o complexo
melandcito — queratinécito responde a uma grande variedade de estimulos do meio
ambiente, frequentemente de maneiras paracrina e/ou autécrinas, como a exposi¢cao
a radiacdo ultravioleta que resulta em aumento da pigmentacdo, que ocorre em dois

estagios: um escurecimento imediato e uma reacdo tardia de bronzeamento. O
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escurecimento imediato € resultante da oxidagdo de melanina preexistente e
redistribuicdo de melanossomos e a reacao tardia, pela maior formacao de melanina
para prevenir posteriores exposicfes a radiacao ultravioleta, que permanece até 3 a
5 dias, ap0s a primeira exposicédo (ELLER, M. S.; GILCHREST, B. A., 2000).

Os melandcitos estdo sob baixo grau de estresse oxidativo. Durante a
biossintese de melanina, um intermediario reativo € oxidado para formar a melanina
pela via de acoplamento de radicais. A sintese de melanina resulta em geracéo de
peréxido de hidrogénio, que, se inapropriadamente processado, pode levar a
penetracdo de radicais hidroxila e outras espécies reativas de oxigénio. As reacgdes
de polimerizacado da melanogénese podem levar a formacao do subproduto peréxido
de hidrogénio. Dentro desse aspecto ha varias reacdes oxidativas de precursores de
melanina que sao inibidas pela catalase, além disso, a geracdo de peroxido de
hidrogénio durante a oxidacdo de precursores como DHICA e DHI tem sido
demonstrado in vitro. Na pele humana, a tirosinase pode ser considerada como um
sistema importante para a eliminacédo de espécies reativas de oxigénio por utiliza-los
no processo da melanogénese (NAPPI, A. J.; VASS, E., 1996, LEE, et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio podem causar danos oxidativo a pele e
ocorrem regularmente, devido ao contato da mesma com oxigénio e exposi¢cao a
radiacdo ultravioleta. Esses efeitos contribuem para o envelhecimento da pele.
Assim, antioxidantes, com caracteristica de serem sequestradores de radicais
podem ter um efeito benéfico sobre a pele (PERLUIGI, M. et al., 2003, LEE, et al.,
2010). Portanto, a planta Garcinia gardneriana com biflavonoides na sua
composicdo, pode ser, supostamente, considerada com capacidade de resgatar
essas espécies reativas de oxigénio, diminuindo possiveis danos oxidativos
produzidos na pele quando expostas a radiacao ultravioleta.

Suplementarmente ao estimulo por radiagdo ultravioleta € sabido que o efeito
do hormdnio a- MSH induz & melanogénese, tanto em melandcitos de pele humana
como em células de melanoma murino. Esse horménio controla diversas funcdes
como proliferacdo, sintese de eumelanina e producéo de citocinas. A molécula do a-
MSH se liga ao receptor para melanocortina-1 que esta na membrana do melandcito
e via proteina G ativa adenilato ciclase que aumenta a concentracdo de AMPc
intracelular, que, por consequéncia, aumenta o fator de transcricdo microftalmia

associado, o qual estimula o gene para expressdo de tirosinase, aumentando a
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producdo de melanina em melandcitos humanos e melandcitos de murino
(SCHWAHN, D. J. et al.,, 2001, SULAIMON, S. S.; KITCHELL, B. E., 2003). Por
essas razdes, o estimulo das células com a- MSH, dissolvido no meio de cultivo,
consegue precipitar condicdes semelhantes.

Quando as células B16F10 foram estimuladas com a- MSH e tratadas com o
EHGG, pode-se notar que houve uma diminuicdo da sintese de melanina naqueles
grupos que receberam o tratamento com a planta em estudo nas concentragdes
100, 30, 10, 3, 1 pg/mL, sendo que, nas duas ultimas concentracdes citadas, a
inibicdo foi superior ao acido kgjico, o que evidencia o grande potencial da planta
Garcinia gardneriana em inibir a producdo de melanina pelos melandcitos. Esse
resultado é devido a penetracdo do EHGG nas células.

De acordo com LIN, H. C. e colaboradores (2008) em estudo, uma linhagem
de melandcitos associada a uma linhagem de células epiteliais de carcinoma de
ovario, modelo de co-cultura, que simula melandcitos mais queratinocitos da pele.
Foi avaliado a presenca do hormoénio a — MSH que aumenta a transferéncia de
melanossomos dos melandcitos para os queratindcitos adjacentes e também o efeito
de um inibidor de protease que afeta a distribuicdo desses melanossomos para as
células vizinhas, o que provoca a diminuicdo da concentracdo de melanina nessas
células. Portanto, um dos efeitos do a — MSH, no meio com as células B16F10, € a
tendéncia de aumentar a transferéncia de melanossomos, porém a presenca do
EHGG bloqueia algum dos mecanismos intracelulares de sintese de melanina e/ou
transferéncia de melanina dentro dos melanossomos. Isso pode ser um dos fatores
da diferenca do conteddo de melanina das células tratadas com o EHGG, das
células que somente receberam o tratamento com o hormoénio a — MSH.

O papel do inibidor de protease do estudo de LIN, H. C. (2008) é pela sua
provavel atividade em receptores de protease — 2 de membrana de queratinécitos,
gque parecem estar envolvidos no processo de recebimento desses melanossomos e
também pelos agentes despigmentantes poderem alterar essas condi¢cdes de
transporte e recebimento de melanossomos. Organelas possuidoras de melanina
que tém seu conteudo distribuido no citoplasma de células epidérmicas, para efetuar
a pigmentacdo cutanea, protecao contra radiacdo ultavioleta e em alguns casos se
acumular em regides da pele, causando as manchas hipercromicas (HEARING, V.
J.; YAMAGUCHLI, Y., 2006).
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Em experimento posterior, foi comprovado por meio do ensaio de MTT, que a
diminui¢cdo no conteudo de melanina das células tratadas com EHGG néo foi devido
a efeitos citotoxicos sobre a linhagem B16F10, pois as células se mantiveram viaveis
até o término do experimento.

LEE, Y. S. (2010) usou o mesmo modelo, a linhagem celular B16F10,
utilizando como estimulo o horménio a- MSH para aumentar a producdo de melanina
pelas células. Os pesquisadores também notaram que 0 grupo, no qual somente
recebeu o horménio houve um acréscimo da producdo, chegando a aumentar a
concentracdo de melanina intra e extracelular, porém nos grupos que receberam
além do hormonio, a gliceolina, fitoalexina produto isolado da soja, que possui
atividades: anti microbiana, anti estrogénica, houve uma diminuicdo de melanina
intracelular e por conseguinte, extracelular. Através desse estudo puderam
comprovar o potente efeito inibidor da melanogénese.

DING, H. Y. e colaboradores (2010) em estudo com o éster metilado do acido
rosmarinico isolado a partir do Origanum vulgare avaliaram a participacdo desse
composto sobre células B16F10 apds a inducdo da melanogénese pelo a — MSH e
certificaram-se que acontece uma diminuicdo no conteudo de melanina produzido
pelas células. Esse decréscimo esta ligado as vias biossintéticas da melanogénese
como a redugcdo de expressdo de: receptor de melanocortina — 1, fator de
transcricAo microftalmia associado, tirosinase, proteinas relacionadas a tirosinase
(TRP — 1, TRP — 2) das células B16F10 e ainda, demonstraram que o0 composto do
Origanum vulgare se apresentou mais efetivo na redugdo de melanina, quando
comparados com o arbutin e &cido ascorbico e também mais seguro e menos toxico
gue esses compostos ja usados como despigmentantes, quando aplicados em
cultura de fibroblastos.

SOLANO, F. e colaboradores (2006) em revisao de agentes despigmentantes
discorrem sobre a dificuldade dos dermatologistas em tratar as desordens de
hiperpigmentacdo e relata que, para que ocorra alguma supressdo da
melanogénese, 0s mecanismos devem passar por entre as vias bioguimicas que
compdem a melanogénese, como inibicdo do receptor de melanocortina, supressao
da atividade da tirosinase e proteinas relacionadas a tirosinase 1 e 2, inibicdo da
maturacdo de melanossomos, inibicdo da acdo do AMPc. Ainda para um resultado

satisfatorio deve ser feita uma associacdo de mais de um agente despigmentante
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como estratégia clinica, isto €, combinacao de terapias, com o intuito de aumentar a
eficicia, diminuir o tempo de tratamento, e reduzir o risco de efeitos adversos.
Explora também a riqueza do grupo fitoquimico, flavonoides em exercer a sua
atividade sejam pela sua capacidade antioxidante e recrutadora de espécies reativas
de oxigénio, ou pela possibilidade de quelar metais no sitio ativo de metaloenzimas,
conseguindo entdo agir diretamente sobre a tirosinase ou na parte distal da via da
melanogénese oxidativa.

Pela enzima tirosinase ser, na maioria das vezes, o foco central de trabalhos
gue envolvem o estudo da melanogénese e pela sua atividade essencial em
biotran A mar o aminoacido L — tir Bia, primeiramente uma hidroxilagdo, para
formar a 3,4 — dihidroxifenilalanina (L — DOPA), seguido de oxidacdo da L — DOPA
para formar a dopaquinona (HEARING, V. J.; JIMENEZ, M., 1987) e pela inibicdo da
melanogénese provocada pelo extrato de Garcinia gardneriana nos ensaios de
contetdo de melanina, pelos mecanismos acima expostos, ndo ser decorrente da
citotoxicidade sobre as células B16F10, decidiu-se investigar a participacdo da
tirosinase celular em todo esse processo. Para isso, foi usado como substrato a L —
DOPA, etapa existente para a formacao de melanina fisiologicamente, para verificar
a capacidade de atividade da enzima das células de murino em fazer a oxidacéo
para constituir a dopaquinona. Apdés o tratamento com o extrato de Garcinia
gardneriana sobre as células, houve uma inibicdo da atividade enzimética em
comparacdo com o controle que ndo recebeu o tratamento com o extrato. Pode-se
afirmar que a planta em estudo diminuiu a acdo enzimatica, em aproximadamente
20%, deixando menos enzima disponivel para fazer a conversdo da L — DOPA, isso
nas concentracoes menores de extrato como: 10 a 0,1 pg/mL, portanto menor
absorbancia lida pela menor intensidade de dopaquinona formada e o acido kojico
conseguiu uma inibicdo de aproximadamente 59%.

Assim, com a diminuicdo do conteudo de melanina formado pelas células
B16F10 e a diminuicdo da acado da tirosinase nos grupos tratados com o extrato de
Garcinia gardneriana pode-se declarar efetivamente que um possivel mecanismo de
diminuicdo da quantidade de melanina formada seja em funcdo da agéo da planta
sobre a enzima tirosinase celular. Esse mesma concluséo foi tida por KIM, Y. J.
(2007) quando testou o acido galico, composto fendélico, em ensaios de contetudo de

melanina e atividade da tirosinase celular de murino, estimando que a presenca do
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acido galico em cultura de células B16F10 podem diminuir a sintese de melanina,
que se caracteriza pela inibicdo da tirosinase celular.

Para melhor visualizacdo desse fendbmeno de inibicdo provocado pelo EHGG,
foi feita a avaliacdo do efeito do extrato em estudo sobre a tirosinase purificada
retirada de cogumelos, pois SATO, K. e colaboradores (2008) obtiveram um
resultado positivo para a inibicdo da melanogénese em células de murino B16F10
quando trataram-nas com acido acetilsalicilico, porém quando testaram o acido
acetilsalicilico em tirosinase purificada nao ocorreu inibicao enzimatica.

Contudo a tirosinase purificada, retirada de cogumelos, é frequentemente
usada como um substituto da tirosinase humana a fim de se realizar um
rastreamento de inibidores da tirosinase pela sua forma purificada ser
comercialmente disponivel. O uso dessa enzima pode ser problematico por ser um
pouco diferente da forma humana em termos da sequéncia de aminoacidos
(KLABUNDE, T. et al., 1998; BRIGANTI, S. et al., 2003; PARVEZ, S. et al., 2007).

Em estudo realizado por AN e colaboradores (2010) é avaliado a diferenca de
comportamento de trés tipos de enzimas: cogumelo, murino e humana. Discutem-se
0os dois substratos L-tirosina e L-DOPA e revela a fraca atividade inibitoria do
composto em estudo, 0 4cido cumarico, quando em ensaio com a tirosinase retirada
de cogumelo e a forte atividade quando com enzimas tirosinase de murino e de
humano em comparacdo com acido kgjico e arbutin e ainda, o acido cumarico inibe
a tirosinase humana em concentracdes muito menores do que aquelas requeridas
para a inibicdo de tirosinases de cogumelo e de murino.

A fim de tirar a prova, visto a atividade inibitéria do EHGG em tirosinase de
murino, foi realizado o ensaio com a enzima tirosinase purificada, cuja planta
exerceu potente efeito inibitério em todas as concentracbes usadas, chegando a
uma inibicdo de 35% na concentracdo de 1000 pg/mL e o acido kéjico inibindo na
faixa de 79%. Tanto o ensaio com a enzima purificada como 0 ensaio com a
tirosinase de murino sdo capazes de revelar a capacidade inibitéria de um agente
sobre a tirosinase, visto os valores obtidos com o acido kojico. Portanto, a expressao
dos resultados para a planta Garcinia gardneriana podem ser considerados
confidveis, contudo, pode ser avaliada também a diferenca na intensidade de
inibicdo, por possuir uma maior inibicdo nas maiores concentracfes de extrato

usadas, quando se trata da enzima in vitro em compara¢gao com uma menor inibigao
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nas concentragcdes menores de extrato, quando se trata da enzima de murino. Esse
mesmo perfil foi analisado no estudo de AN e colaboradores (2010), onde o acido
cumarico exerceu atividade inibitoria na tirosinase purificada com maior intensidade
na concentracdo acima de 100 pg/mL e na tirosinase de murino nas concentracdes
menores que 100 pg/mL.

Outras espécies do género Garcinia, como o estudo realizado por MASUDA e
colaboradores (2005) que fizeram um rastreamento de 39 plantas do litoral do Japéo
e dentre as que exibiram atividade inibitéria da tirosinase estava a Garcinia
subelliptica, que na concentracao de 0,5 mg/mL exerceu uma inibicdo de 57% sobre
a tirosinase. Nesse mesmo trabalho, a partir do extrato das folhas frescas da planta
foram isolados dois compostos, que foram identificados por serem biflavonoides, um
deles a fukugetina e o outro o GB-2a, biflavonoides, que tiveram sua estrutura
guimica compreendida por LI, X. C. e colaboradores (2002), quando estudavam as
sementes de Rheedia acuminata. Os biflavonoides do estudo de MASUDA e
colaboradores (2005) quando foram ensaiados no ensaio da tirosinase purificada
com a L — tirosina como substrato desempenharam: ICso de 2,5 uM para a
fukugetina e 1Cso de 26 uM para o GB-2a.

Por todo o desenvolvimento do trabalho estar diante de uma inibicdo da
melanogénese provocado pelo extrato de Garcinia gardneriana, e esse extrato ter
sido feito a partir das folhas e nas folhas haver uma grande quantidade de
biflavondides, dentre eles, o composto isolado biflavonoide GB-2a, decidiu-se avaliar
a sua participagdo em todo esse processo. Para tanto foi avaliado a acédo do GB-2a
em melanogénese espontanea, decorrido o tempo de tratamento com 0 composto
em meio de cultura nas diversas concentra¢des de 0,1 nM a 100 nM. Obteve-se uma
inibicdo na faixa de 50%, um consideravel potencial de inibicdo e ainda, nao
provocou efeitos citotoxicos nessas concentracbes utilizadas. E possivel assegurar
que o tratamento com o biflavonoide GB-2a diminui a sintese de melanina pela
célula.

Quando o GB-2a foi submetido ao ensaio enzimatico com a tirosinase
purificada provocou uma inibicdo de 30% em média com as concentragfes testadas
comparado ao controle, o que indica um potente efeito inibitério sobre a tirosinase
purificada. A diferenca de inibicdo pelos dois métodos pode ser explicada devido ao

fato da diferenca conformacional das duas enzimas de espécies diferentes e
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possivelmente pela concentracdo do GB-2a ou qualquer outro composto isolado,
guando em ensaios enzimaticos in vitro necessitar de valores maiores, na faixa de
MM ou pg/mL. Para sustentar essa ultima afirmativa, MOMTAZ, S. e colaboradores
(2008) em estudo com compostos fendlicos isolados a partir de Sideroxylon inerme,
uma galato epigalocatequina, com estrutura fendlica, caracteristico de flavonadides,
relata a significativa atividade inibitéria sobre a tirosinase desta galato
epigalatocatequina, tanto em ensaio enzimatico com a tirosinase purificada como em
ensaio de conteudo de melanina, a fim de verificar a sua participagdo na
melanogénese, s6 que a galato epicatequina apresentou uma ICsp de 30 pg/mL
(65,5 uM) de inibicdo sobre a enzima purificada, deste modo uma concentracao
maior usada no experimento de mesma categoria.

O composto biflavonoide GB-2a possui 0s anéis aromaticos e a presenca de
oXxigénios na sua estrutura, caracteristico de flavonoides. KIM, Y. J. e colaboradores
(2005; 2006) mencionam que a atividade inibitéria da tirosinase pode estar
relacionada com a estrutura fendlica, relatam que o anel fendlico € importante na
demonstracao de atividade inibitéria da tirosinase. E em outro estudo, com o acido
galico é citado que as hidroxilas também podem mostrar essa atividade inibitoria
(KIM, Y. J., 2007). Entdo, a estrutura quimica do GB-2a apresenta essas duas
caracteristicas em duplicidade por ser um biflavonoide, logo sua atividade inibitoria
pode ser relacionada com esse aspecto estrutural.

Para examinar a inibicdo exercida pelo GB-2a, exposto na secdo dos
resultados, referente a cinética enzimatica, permite-se comentar que a tirosinase é
uma enzima que necessita de ion metalico para a sua atividade, o qual pode
desempenhar um papel estrutural ou funcionar como um acido de Lewis e também
gue os metais quelam o substrato, facilitando sua ligacao, o que forma um complexo
ligado por metal, que promove uma catélise eletrofilica no sitios de clivagem. Além
do papel na ligagdo de enzima e substrato, metais podem se ligar diretamente a
enzima para estabiliza-la em sua conformacéao ativa, ou talvez induzir a formacao de
um sitio ativo (WEINER, H., 2007). A enzima tirosinase possui um sitio ativo com
dois &tomos de cobre, cobre A e cobre B, assumindo que a L — tirosina se liga no
sitio do cobre A e a L — DOPA se liga em ambos, cobre A e cobre B (KLABUNDE, T.
et al., 1998; DECKER, et al., 2006; LAND, E. J. et al., 2008).
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Para avaliar a participacdo do GB-2a na cinética enzimatica da tirosinase,
decidiu-se verificar a sua participacdo quando em meio reacional com o substrato L -
tirosina em concentracdes crescentes e o biflavonoide com as concentracdes na
faixa de 4,04.102 a 8,08.10™" mM. A tirosinase quando em presenca do inibidor GB-
2a em concentracfes aumentadas tem a sua velocidade de reagéo diminuida e o
aumento da concentracdo da L — tirosina n&o desloca o inibidor, o que seria
caracteristico de uma inibicdo reversivel. Como para o0 estudo das reacbes de
cinética enzimatica, o tempo é um fator fundamental e por essa variavel evidenciar o
desaparecimento de substrato e o aparecimento do produto numa reacao normal
enzima — substrato (WEINER, H., 2007), decidiu-se incluir a variavel tempo para
deflagrar o curso das reacdes em presenca do inibidor em varias concentracdes com
leitura a cada intervalo de 10 minutos e aumentando o tempo de reagcdo para uma
hora e 10 minutos. E percebido, nessa situagio, que ndo ocorre deslocamento do
inibidor, este ndo é consumido e ndo aparece o produto dopaquinona que seria
detectado pelo espectrofotdbmetro.

Através da analise do grafico duplo reciproco Lineweaver-Burk que lineariza
as curvas do grafico, concentragdo de substrato versus velocidade de reacao, €
possivel avaliar que o GB-2a ndo compete com o substrato pelo sitio ativo da
enzima, mas pode se ligar a outro lugar da enzima, constituindo uma situagdo mais
complicada, o inibidor GB-2a se liga tanto a enzima livre como ao complexo enzima-
substrato. WEINER, H. (2007) afirma que este modo de ligacéo leva a uma inibicéo
de atividade mesmo em concentracdes elevadas de substrato. Graficamente pode-
se notar que: a enzima é impedida de converter o substrato pela diminuicdo da
densidade Optica que deflagraria a presenca do produto; uma concentracao alta de
substrato ndo conseguiria deixar toda a enzima na forma produtiva enzima-
substrato; diminuicdo do valor de Vmax; intersec¢des em varios pontos do eixo 1/v;
praticamente ndo ha mudanga no valor de Km mostrado no QUADRO 1. Pode-se
atestar que o biflavonoide GB-2a quando em presenca da L — tirosina exerce uma
inibicdo do tipo ndo competitiva.

Numa segunda instancia, quando o biflavonoide GB-2a estd no meio
reacional com o substrato L — DOPA para verificar sua agao sobre a tirosinase, a
situacdo se modifica, pois aqui o delineamento do grafico assume outro

comportamento. Porém, ao avaliar o grafico de concentracdo de substrato versus
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velocidade de reacdo, a presenca do biflavonoide GB-2a também provoca uma
diminuicdo nos valores de velocidade, a enzima ndo consegue fazer a conversao de
L — DOPA em dopaquinona, ocorre, realmente, uma inibicdo enzimatica, mesmo
aumentando a quantidade de substrato no meio reacional. Para assegurar, com
certeza, a natureza de inibicdo € preciso observar o gréafico duplo reciproco de
Lineweaver — Burk. Percebe-se 0s seguintes aspectos: a presenca do inibidor
diminui verdadeiramente a velocidade de reacéo; as retas que mostram o perfil de
reacao especifico para cada concentracdo de inibidor se apresentam de forma mais
ou menos paralelas umas as outras e em relagcdo ao controle (auséncia de inibidor);
as retas cortam o eixo 1/v em varios pontos; o valor de Km muda para cada reacéo
conforme mostrado no QUADRO 2. Todos esses requisitos expostos indicam um
tipo de inibicdo acompetitiva (WEINER, H., 2007), que se caracteriza pelo inibidor,
biflavonoide GB-2a, o qual se liga ao complexo enzima — substrato, em lugar da
enzima livre.

Os dois comportamentos acima descritos para cada substrato L — tirosina e L
— DOPA em relacdo ao biflavonoide GB-2a podem ser classificados de
comportamento de reacdo de inibicdo enzimética do tipo mista; logo para reverter
essa inibicdo deve ser retirado o composto inibidor do meio reacional. Nesses dois
tipos, o inibidor se liga num sitio diferente do sitio ativo do substrato, 0 mesmo se
liga a enzima livre ou ao complexo enzima — substrato e, conforme LEHNINGER, A.
L. et al., 2006 esse comportamento duplo acontece na pratica com enzimas com
dois ou mais substratos, que € o caso da tirosinase.

NESTEROV, A. e colaboradores (2008) relatam que os varios inibidores de
tirosinase existentes possuem inibicdo do tipo competitiva como acido kojico, acido
azelaico, Arbutin, hidroquinona; e aqueles, com inibicdo ndo competitiva sdo o acido
elagico, glabridina e oxiresveratrol. MORIMURA, K. e colaboradores (2009) ao
estudarem a relacdo estrutura — atividade de um metabdlito do fungo Daedalea
dickinsii, notaram que uma hidroxila e um grupo carboxila do substrato L — tirosina
poderia adotar conformacdes espaciais similares as duas hidroxilas do metabdlito
em estudo, o qual possuiu uma potente supressao da hidroxilagdo da L — tirosina em
baixas concentracdes pela tirosinase, caracterizado de inibicdo competitiva pela
cinética enzimatica. J4, uma mistura racémica desse metabdlito demonstrou uma

fraca atividade inibitoria da tirosinase.
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Em estudo com um bisfenol, KIM, Y. J. e colaboradores (2005) expdem que a
substancia em estudo também apresenta um comportamento de inibicdo enzimatica
do tipo competitiva da tirosinase em relacdo ao substrato L — tirosina, que pode ser
em funcdo dos grupos hidroxila e um par de elétrons que podem ser doados na
posicdo para- serem um requisito primario para agir como substrato alternativo em
relacdo a L — tirosina para a tirosinase.

Portanto, cabe uma observacédo, que quanto maior a similaridade estrutural do
composto em estudo com o substrato, maior sera a chance de se ter uma inibicéo
competitiva. Ao analisar a estrutura quimica do GB-2a é notavel seu tamanho
espacial e a marcante presenca de grupos hidroxilas livres, o que provavelmente
suplanta ao espaco do sitio ativo enzimético e explica também o tipo de inibicdo
enzimatica provocado, cuja ligacdo ocorre na enzima livre ou no complexo enzima —
substrato.

As inibicbes demonstradas pelo GB-2a e o extrato da Garcinia gardneriana no
ensaio enzimatico sdo melhor evidenciadas com o perfil de inibicdo da producéo de
melanina quando testado em células B16F10 na melanogénese espontanea e ainda,
com o extrato de Garcinia gardneriana nos ensaios de melanogénese induzida por
radiacdo ultravioleta e pelo a — MSH. Portanto, o GB-2a pela sua seguranca
evidenciada no ensaio de viabilidade celular e a sua baixa concentracdo de uso,
comparando com os efeitos adversos provocados por compostos despigmentantes,
comumente usados no tratamento de manchas hipercromicas e seu marcante efeito
inibitério da tirosinase, pode ser considerado um composto despigmentante

promissor para uso cosmetico e aplicacdes clinicas.
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CONCLUSAO




7 CONCLUSAO

De acordo com os estudos e experimentos realizados nas condi¢cdes

disponiveis para esse trabalho:

a)

b)

c)

O extrato hidroalcodlico das folhas de Garcinia gardneriana apresenta
atividade inibitéria da melanogénese sobre a linhagem de melanoma murino
B16F10 evidenciado nos ensaios de conteudo de melanina por
melanogénese espontanea e induzidos por radiagao ultravioleta e pelo a —
MSH;

O extrato hidroalcodlico das folhas de Garcinia gardneriana ndo diminui a
viabilidade celular da linhagem de melanoma murino B16F10 nas
concentragdes utilizadas para os ensaios de conteudo de melanina;

O extrato hidroalcodlico das folhas de Garcinia gardneriana possui atividade

inibitoria sobre as tirosinases celular e purificada;

d) A inibicdo da tirosinase celular nas concentragdes menores de extrato e em

e)

f)

g)

todas as concentracbes usadas para 0 ensaio com a tirosinase purificada,
pode ser devido a diferenca de inibicdo provocada pelas diferentes tipos de
tirosinases dentre as espécies;

O biflavonoide GB-2a exerce atividade inibitéria da melanogénese sobre a
linhagem de melanoma murino B16F10 evidenciado no ensaio de contetdo
de melanina por melanogénese espontanea;

O biflavonoide GB-2a inibe a atividade da tirosinase exercendo uma inibicao
mista, que para o substrato L — tirosina € tipo ndo competitiva e para L —
DOPA é tipo acompetitiva. Isso ocorre quando o inibidor se liga a enzima num
sitio préprio de ligacdo, a qual pode estar ligada simultaneamente ao
substrato. Esse tipo de inibicdo depende apenas da concentracdo do inibidor.
Estes resultados indicam que o biflavonoide isolado possui um efeito mais
pronunciado em inibir a tirosinase que os flavonoides, portanto, sua

aplicabilidade para despigmentante de pele é justificavel.
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