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RESUMO

A tirosinase é uma enzima chave para a biossintese de melanina. E uma enzima “cobre-
dependente” que pode existir em trés estados intermediarios: desoxi (Cu**-Cu'), oxi (Cu®*-
0,-Cu?*) e met (Cu®*-Cu®"). Apresenta atividade bifuncional, pois oxida fendis ou catecois
em seus o-difendis correspondentes, sendo que o processo de oxidagdo de fendis pode ser
descrito por cinética de Michaelis-Menten. Disturbios na tirosinase estdo associados com
hiperpigmentacdo e escurecimento enzimatico de frutas e fungos. Assim a busca por
substancias de origem natural ou sintética capazes de regular o comportamento desta enzima é
fator chave para o tratamento de tais desordens. Nesta perspectiva, no presente trabalho
buscou-se analisar bioquimicamente a atividade anti-tirosinase de analogos do acido kdjico
derivados de 4H- pironas (S-01, S-02, S-03 e S-04) e derivados de diidropirano[3,2-
b]cromenodionas (S-05, S-06, S-07 e S-08), quimicamente planejadas por modelagem
molecular no LPDF, do ICEN da UFPA. A cinética das substancias S-02, S-04, S-06, S-07 e
S-08 apresentaram inibi¢do do tipo competitiva, semelhante ao padrdo de inibicdo do &cido
kéjico, com valores de Ki de 145,0 + 20,0 uM; 64,0 + 10,0 uM; 4,0 + 0,0 uM; 6,0 + 0,0 uM;
9,0 £ 0,0 uM, respectivamente, e de 5,0 £ 0,0 UM para o acido kojico, enquanto a substancia
S-01 apresentou uma inibicao do tipo mista (Ki = 999,0 + 150,0 uM). Ja& as substancias S-03 e
S-05 ndo apresentaram atividade inibitoria. As substancias testadas demonstraram alto grau de
seguranga tanto na integridade de membrana de eritrécitos em teste de hemolise, quanto na
viabilidade em teste com MTT em culturas de fibroblasto MRCs, em cultura de células
nervosas de retina de embrido de galinha e em melanoma B16F10. Assim, demonstrou-se que
as substancias S-02, S-04, S-06, S-07 e S-08 apresentam atividade como potentes inibidores
de tirosinase, podendo ser candidatos no tratamento de desordens de pigmentacéo.

Palavras-chave: Tirosinase, melanina, cinética enzimatica, acido kdjico e inibidores de
tirosinase.
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ABSTRACT

Tyrosinase is an enzyme’s key for melanin biosynthesis. It is a "copper-dependent” enzyme
which exhibits three intermediate states: deoxy (Cu®*-Cu'*) oxy (Cu®*-O%Cu*") and met
(Cu**-Cu®). This enzyme has bifunctional activity since it can oxidize phenol or catechols in
their corresponding o-diphenols. In addition, oxidation of phenols can be described by
Michaelis-Menten kinetics. Hyperpigmentation disorders and enzymatic browning of fruit and
fungi is associated with tyrosinase.Therefore the research for substances of natural or
synthetic origin that could have an effective regulation on the behavior of this enzyme is a key
factor of the treatment of such disorders. In this perspective, the present study consisted in
analyze the biochemically anti-tyrosinase activity of kojic acid and its analogues derivatives
from 4H-pyrones (S-01, S-02, S-03 and S-04) and derivatives from diidropirano [3, 2-b]
cromenodionas (S-05, S-06, S-07 and S-08) chemically designed by molecular modeling in
LPDF from ICEN UFPa. The kinetics of substances S-02, S-04, S-06, S-07 and S-08 showed
competitive inhibition, similar to the pattern of inhibition of kojic acid with Ki values = 145,0
+ 20,0 uM; 64,0 £ 10,0 uM; 4,0 £ 0,0 uM; 6,0 = 0,0 uM; 9,0 £ 0,0 uM, respectively, and 5,0
+ 0.0 uM for kojic acid, while S-01 had mixed type of inhibition (Ki = 999,0 = 150,0 pM).
Since the S-03 and S-05 substances showed no inhibitory activity. The substances tested
demonstrated a high degree of safety both in the integrity of the erythrocyte membrane in the
hemolysis test as in the test with MTT viability in cultures of MRCs fibroblasts, culture of
nerve cells from chicken embryo retina and B16F10 melanoma. Thus, it was demonstrated
that S-02, S-04, S-06, S-07 and S-08 substances have potent activity as inhibitors of
tyrosinase and may be candidates for the treatment of pigmentation disorders.

Keywords: Tyrosinase, melanin, enzyme Kinetics, kojic acid and tyrosinase inhibitors
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1 INTRODUCAO

1.1 TIROSINASE

A melanina € um pigmento escuro sintetizado no interior de vesiculas denominadas
melanossomas (presentes no interior de células especializadas conhecidas como melandcitos),
pela acdo da enzima tirosinase no processo designado melanogénese (LIN & FISHER, 2007;
CICHOREK et al, 2013).

A melanina possui inumeras propriedades que sdo benéficas para o organismo, dentre
elas, absorcdo de raios ultravioletas (UV) e eliminacdo de radicais livres induzidos pela
exposi¢do aos comprimentos de onda UV, antes que estes interajam com outros componentes
celulares (JHAPPAN, NOONAN & MERLINO, 2003; LIN & FISHER, 2007; COSTIN &
HEARING, 2007; BUSH & SIMON, 2007; PARK et al, 2009; CICHOREK et al, 2013).

A melanina ndo é uma Unica substancia, mas sim um grupo de diversas substancias,
todas com propriedades similares. As melaninas sdo compostos escuros, formadas pela
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e inddlicos. As melaninas s&o produzidas por
microrganismos, plantas e animais, e facilmente estdo complexadas com proteinas ou
carboidratos (LANGFELDER et al, 2003; FARIAS, 2008).

A tirosinase é uma glicoproteina presente na membrana melanossomal que apresenta
trés dominios: um interno, que corresponde a regido catalitica, contendo residuos de histidina,
as quais se ligam ions cobre; um transmembrana e um citoplasmatico que participa no
transporte da enzima para 0os melanossomas (SLOMINSKI et al, 2004; SCHALLREUTER et
al, 2008; PARK et al, 2009).

Durante o processo de formacdo do melanossoma a enzima tirosinase é processada na
rede trans-Golgi (TGN), onde obtém dois ions cobre, e em seguida esta enzima é transportada
para 0s melanossomas de fase Il via intermediarios endossomais. Ainda nao esta claro como
0s ions cobres (necessarios para a atividade da tirosinase) sdo integrados a esta enzima,
porém, Petris et al (2000) e Olivares et al (2003) demonstraram que o transporte de cobre de
Menkes (presentes na TGN) sdo necessarios para a carga de cobre na tirosinase, independente
do enovelamento da enzima (OLIVARES & SOLANO, 2009).

No entanto, os processos de poés-traducdo e o trafego da tirosinase através da via

secretora sdo cruciais para formacdo da enzima ativa. Desse modo, proteinas como
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chaperonas e a calnexina apresentam importante papel por auxiliarem na manutengdo do
enovelamento correto e no transporte da tirosinase (OLIVARES et al, 2003).

A tirosinase (EC 1.14.18.1; L-DOPA oxidoredutase, catecolase, difenoloxidase,
polifenol oxidase) é uma enzima que catalisa etapas de oxidacdo sequenciais com Varios
substratos fenolicos. Deste modo, esta enzima apresenta atividade bifuncional (figura 01),
oxidando fendis ou catecois em seus o-difendis correspondentes. Com atividade de
monooxigenase, também chamada de atividade cresolase, pois pode promover a adi¢cdo de um
grupo hidroxila na posicdo orto do anel aromatico; e também atividade difenolase, também
chamada de atividade catecolase, pois oxida estes o-difendis para produzir o-quinonas
(oxidacdo das hidroxilas) (ROOSEBOOM COMMANDEUR, & VERMEULEN, 2004,
HAGHBEEN & TAN, 2003).

O mecanismo exato da reacdo da tirosinase ainda permanece parcialmente obscuro,
mas admite-se que a cinética de Michaelis-Menten descreve o processo de oxidacdo de o-
difenol pela tirosinase, enquanto que a hidroxilagdo de monofendis por esta mesma enzima €
caracterizada como uma fase lag (laténcia), cuja lenta velocidade de reacdo ndo pode ser
prevista pela cinética de Michaelis-Menten (CABANES, CHAZARRA & GARCIA-
CARMONA, 2002; OLIVARES, 2003).

A tirosinase € uma enzima “cobre-dependente”, assim dependendo da valéncia do ion
cobre e da ligacdo deste ao oxigénio molecular, o sitio ativo da tirosinase pode existir em trés
estados intermediérios: desoxi (Cu'*-Cu'), oxi (Cu®*-0,-Cu®*) e met (Cu®*-Cu*"). A forma
met (Enet) € convertida na forma desoxXi (Egesoxi) pela reducéo de dois elétrons, esta é capaz de
fixar reversivelmente o oxigénio molecular, levando a forma oxi (Eo.i) (CABANES,
CHAZARRA & GARCIA-CARMONA, 2002; OLIVARES, 2003).

As moléculas de tirosinase presentes nas células estdo principalmente na forma Epe,
também denominada forma de repouso, a qual é incapaz de se ligar ao oxigénio molecular.
Esta forma ndo catalisa monofendis (p. ex.: a tirosina), mas tem afinidade para se ligar a eles,
resultando em um periodo de repouso da enzima, no qual ha interagdo quimica, porém ndo ha
catalise (CABANES, CHAZARRA & GARCIA-CARMONA, 2002; OLIVARES, 2003).

Apesar deste fenbmeno, uma pequena porcdo desta enzima pode estar em uma forma
diferente de Ene, COMO Eqy, a qual pode reagir com monofendis, gerando difendis, restituindo
lentamente a enzima a forma Egesoxi, UMa vez que apenas uma pequena parcela de enzima
funcional encontra-se disponivel (figura 01). Contudo, 0 aumento subsequente no nivel de
difendis (p. ex.: L-DOPA) produz um maior recrutamento de Egesoxi, POIS 0s difendis podem

reagir com E. gerando Ene € consequentemente reage com Eme gerando Egesoxi, 0 que
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favorece para que mais enzimas saiam da condicdo de sequestro (Emet) € possam reagir com
monofenois (CABANES, CHAZARRA & GARCIA-CARMONA, 2002; OLIVARES, 2003).

Este processo continua até que a taxa de transformacédo de o-difenol para o-quinona se
iguale a taxa de geracdo de o-difenol. O L-DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina) é o
responsavel pelo recrutamento das enzimas que estdo na condi¢do de sequestro, pois reduz
Emet para Egesoxi (CABANES, CHAZARRA & GARCIA-CARMONA, 2002).
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Figura 01: Ciclo catalitico da tirosinase, descrevendo os mecanismos monofenolase (TH) e difenolase
(DO) da tirosinase (Fonte: OLIVARES, 2003).

Schallreuter et al (2008) relatam que, além do L-DOPA, outras espécies doadoras de
elétrons, como perdxido de hidrogénio, acido ascérbico, anion superdxido, oxido nitrico,
hidroxilamina, ditionito, Fe*" e ditiotreitol podem reagir com a Epe transformando-a em
Edesoxi ; € €Sta consequentemente pode passar para a Ey;.

Segundo o0 mesmo autor, a tirosinase pode apresentar atividade catecolase e
peroxidase, uma vez que esta enzima pode fazer uso de anion superéxido como substrato para
a melanogénese e assim proteger os melandcitos contra essas espécies reativas de oxigénio
(ROS) (SCHALLREUTER et al, 2008).

Em humanos, muta¢fes que inativam a tirosinase sdo responsaveis por albinismo
oculocutaneo (albinismo tipo 1), que é a forma mais grave do albinismo devido a auséncia
total de melanina (VIDEIRA, MOURA & MAGINA, 2013).

Por outro lado, maior exposi¢do a radiagdo UV contribui com o aumento de ROS e
consequentemente maior expressdo de tirosinase como mecanismo de defesa contra estes,

uma vez que quantidade excessiva destas espécies reativas se ndo forem facilmente
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eliminadas podem contribuir para o desenvolvimento de melanoma (uma das formas mais
agressivas do cancer de pele) (RAO et al, 2013).

As tirosinases sdo amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais,
entretanto, a identidade das sequéncias genéticas, a estrutura e a regido do sitio ativo sdo
conservadas entre as diferentes espécies (OLIVARES & SOLANO, 2009). Estudos sdo
direcionados para a tirosinase de cogumelos (tirosinase de mushroom) devido ser este modelo
promissor para se obter maiores informacfes sobre a estrutura e suas propriedades
enzimaticas (CLAUS & DECKER, 2006), tais estudos podem ser usados como base para
diversas aplicagdes biotecnoldgicas (HALAOULI et al, 2006).

Em animais também sdo relatadas outras duas enzimas (Proteinas Relacionadas a
Tirosinase-1 e -2 TRP-1 e TRP-2) que exibem homologia (40%) e identidade (70%)
significativa com a tirosinase. Elas, assim como a tirosinase, estdo presentes na membrana do
melanossoma e sdo importantes para a transformacdo dos compostos intermediarios em
polimeros de melanina mais estruturados (figura 02) (ITO & WAKAMATSU, 2003,
OLIVARES & SOLANO, 2009).

A TRP-2, também chamada de dopacromo tautomerase (TRP-2/DCT, EC 5.3.3.12, L-
dopacromo isomerase), catalisa a tautomerizacdo ceto-endlica de dopacromo para acido 5,6-
dihidroxiindol carboxilico (DHICA) (figura 02). A TRP-2 atua de forma semelhante a
tirosinase, porém requer ions zinco para exercer a sua atividade (VIDEIRA, MOURA &
MAGINA, 2013). TRP-2 é também marcador de melanoma amelandtico e melandtico,
diferente da tirosinase e da TRP-1, as quais estdo ausentes em melanomas amelanéticos (LEE
et al, 2011).

A TRP-1, também denominada de glicoproteina gp 75 (TRP-1/gp 75) é importante
para estabilizacdo e ativacdo da tirosinase. Juntamente com a tirosinase a TRP-1 oxida o
DHICA dando origem a eumelanina (figura 02). A TRP-1 também tem um papel importante
na sintese de melanossoma, por isso é muitas vezes utilizada como marcador de células em
proliferacdo, pois apresenta imunoreatividade nos melanossomas, tanto em células normais
guanto em malignas. Além disso, a TRP-1 diminui a acdo do estresse oxidativo devido o seu
efeito de peroxidase, por isso esta relacionada ao vitiligo, no qual ocorre a morte prematura de
melandcitos devido aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo causado por alteracGes na
TRP-1. Do mesmo modo, muta¢Bes no gene da TRP-1 sdo responsaveis pelo albinismo
oculocutaneo tipo Ill, resultando em hipopigmentacdo da pele e do cabelo (GHANEM &
FABRICE, 2011; VIDEIRA, MOURA & MAGINA, 2013).
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Outra enzima que também estd presente na membrana melanossomal (adjacente a
tirosinase) e no citosol é a tirosina hidroxilase (TH, EC 1,14,16,2), enzima pertencente a uma
familia de enzimas que promove a catalise em L-aminoacidos aromaticos hidroxilados. A TH
presente na membrana melanossomal auxilia na ativagdo da tirosinase. Quando presente no
citosol, a TH catalisa a primeira reacdo na via de sintese das catecolaminas, convertendo L-
tirosina em L-DOPA na presenca da tetrahidrobiopterina (BH,) e do oxigénio, determinando o
funcionamento adequado de todo o sistema dopaminérgico (OLIVARES & SOLANO, 2009;
LENARTOWSKI & GOC, 2011; VIDEIRA, MOURA & MAGINA, 2013).

Deste modo, observa-se que as atividades das enzimas melanogénicas influenciam nao
somente no tipo de melanina produzida, mas também no controle refinado da sintese deste
pigmento, garantindo assim a sobrevivénvia dos melandcitos (ITO & WAKAMATSU, 2003;
WAKAMATSU et al, 2006;WAN, HU & HE, 2011).

Tirosinase
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Figura 02: Esquema mostrando a via melanogénica que conduz a formacdo de eumelanina e / ou
feomelanina, com as enzimas melanogénicas envolvidas no processo. (Fonte: Adaptado de ITO &
WAKAMATSU, 2011).
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1.2 MELANOGENESE

A melanogénese é 0 processo bioquimico responsavel pela sintese de melanina, o qual
ocorre quando os receptores de melanocortina (MC1-R, receptores da familia da proteina G,
com sete dominios transmembranares) presentes na membrana dos melandcitos, séo ativados
pela ligagdo do hormonio melandcito estimulante (a-MSH), e assim sinalizam para a enzima
adenilato ciclase (AC) que catalisa a conversdo do trifosfato de adenosina (ATP) para
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP). O aumento nos niveis de CAMP ativa a proteina
quinase A (PKA), a qual se transloca para o nicleo dos melandcitos para fosforilar proteinas
de ligagéo a elementos de resposta ao cCAMP (CREB) (figura 03) (HERRAIZ et al , 2009).

CREB fosforilada aumenta a expressdo de fatores de transcricdo associados a
microftalmia (MITF), o qual se liga nas sequéncias promotoras de genes pigmentares, da
dopacromo tautomerase (TRP-2/DCT), da TRP-1 e da enzima tirosinase, desse modo
promovendo o aumento da sintese de melanina (JHAPPAN, NOONAN & MERLINO, 2003;
HOCKER, SING & TSAO, 2008; HERRAIZ et al, 2009).

Receptor - MCI1R

adrenéraico )

T TR
TRA'AI RN W v ‘.\’H Y a)B N\
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P > &’ _[GDP
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1 TRP-2
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Figura 03: Mecanismo celular da melanogénese via ativacdo do MC1-R e PKC- [ (Fonte: Autor).
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A tirosinase também pode ser ativada pela fosforilagdo de dois residuos de serina da
proteina cinase C-B (PKC- B), em resposta a ativacdo de receptores oj.adrenérgicos no
melandcito (VIDEIRA, MOURA & MAGINA, 2013).

Na pele a melanina é distribuida pelas unidades epidérmicas (figura 04) que séao
compostas por um melandcito rodeado por queratindcitos (LIN & FISHER, 2007;
CICHOREK et al, 2013). Também h& comunicag&o entre os elementos da unidade epidérmica
e os fibroblastos dérmicos, a qual é estabelecida por fatores segregados e por contato célula-
célula (YAMAGUCHI, BRENNER & HEARING, 2007).

Os queratindcitos (figura 04) sdo os principais componentes da epiderme, constituindo
95% da populacdo desta, eles se replicam na camada basal e sofrem diferenciagdo celular a
medida que migram para a superficie da epiderme. Os queratindcitos sdo responsaveis pela
producdo de queratina que funciona como uma barreira de protecdo para a pele (JHAPPAN,
NOONAN & MERLINO, 2003). Os granulos de melanina sdo acumulados na regido acima
do ndcleo dos queratindcitos, agindo como filtro protetor a radiagdo UV, e sua remocao
ocorre quando ha descamacao das células epidérmicas (PLONKA et al, 2009).

Os queratindcitos controlam o crescimento e atividade dos melandcitos através de um
sistema de fatores de crescimento paracrinos e através de moléculas de adesdo celular
(HAASS & HERLYN, 2005; LEE, 2012). Os melandcitos e queratindcitos sdo também a
fonte local dos diferentes horménios que regulam a proliferacio de melandcitos,
melanogénese e formacdo de dendritos melanociticos (SULAIMON & KITCHELL, 2003).

Os melandcitos (compdem apenas 1-2% da populacdo da epiderme) sdo derivados a
partir de células progenitoras da crista neural que migram para epiderme durante o inicio do
desenvolvimento humano, localizam-se principalmente na juncdo dermo-epidérmica e sua
densidade na pele varia entre as diferentes partes do corpo, numa proporcdo de 1:4 a 1:10
melandcitos para os queratinocitos basais (ZBYTEK et al, 2013; IBRAHIM & HALUSKA,
2009). Porém, 0s mecanismos precisos que controlam a organizacdo e o numero de
melandcitos na epiderme sdo desconhecidos (CICHOREK et al, 2013).

A funcdo dos melandcitos epidérmicos (figura 04) é sintetizar, armazenar e transferir
os pigmentos de melanina para os queratindcitos. Essa transferéncia se da por organelas
denominadas melanossomas (que contém enzimas-chave como a Tirosinase, TRP-1, TRP-2, e
o MITF), através de ramificacBes dendriticas de um melandcito para aproximadamente 36
queratindcitos, na unidade epidérmica (HEARING, 2000; LEE & NOH, 2013; STECK,
2014).
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Melanécito

Melanossomo

Figura 04: Estrutura da epiderme apresentando os melanécitos da camada basal em comunicacdo com
0s queratindcitos formando as unidades epidérmicas. (Fonte: Adaptado de CICHOREK et al, 2013).

Estudos ultra-estruturais sugerem que existem quatro estadgios de maturacdo dos
melanossomas para formar a melanina (figura 05). A fase | (pré-melanossoma) corresponde
ao primeiro vacuolo originado a partir do reticulo endoplasméatico (RE), o qual ndo pode
sintetizar melanina devido ndo possuir enzimas melanogénicas (STURM, 2006). A tirosinase
serd transportada da rede trans-Golgi para os pré-melanossoma originando os melanossomas
de fase Il que ja sdo capazes de sintetizar melanina do tipo feomelanina, devido a formacéo
dos feomelanossomos nesta fase. Os melanossomas de fase Il amadurecem para as fases Il
(deposito de melanina) e IV (melandcito totalmente cheio de melanina) apds o recrutamento
das enzimas TRP-1 e TRP-2. Nestas fases ha a formagdo dos eumelanossomos (que produzem
eumelanina), os quais necessitam também de uma matriz fibrilar organizada para sua
formacdo. Assim, melanossomas maduros migram para a periferia dos melandcitos para entéo
serem transferidos para os queratindcitos (SLOMINSKI et al, 2004; SCHERER & KUMAR,
2010).

Em condi¢cbes patoldgicas (por exemplo, melanoma) este processo ordenado de
maturacdo dos melandcitos € desregulado, podendo a tirosinase ser ativada no melanossoma
de fase I, e consequentemente a melanina ser depositada no interior de organelas do tipo
granular e ndo globosas como os melandcitos, sem uma matriz fibrilar organizada
(SLOMINSKI et al, 2004).
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Figura 05: Formagdo do melanossoma com as enzimas melanogénicas envolvidas. (Fonte: Adaptado
de SLOMINSKI et al, 2004).

O processo de transferéncia dos melanossomas para 0s queratindcitos ainda ndo € bem
esclarecido (figura 06), tendo a fusdo de membranas plasmaticas; a liberacdo de melanossoma
no espaco extracelular, com consequente captacdo por fagocitose pelo queratindcitos; a
citofagocitose de dendritros; transferéncia de vesiculas ¢ a “apocopagdo” (liberacdo de um
pedaco da célula) como possiveis mecanismos (PARK et al, 2009; ZBYTEK et al, 2013,
SCHERER & KUMAR, 2010).

No entanto, Ando et al (2011, 2012) propde um modelo de transporte vesicular, onde
glébulos pigmentares de membrana (PG) contendo mdaltiplos melanossomas e algumas
mitocondrias sdo formados a partir de filipodias nos denditros dos melandcitos, e entdo
liberados para o espaco extracelular, onde estes PG sdo capturados pelas microvilosidades dos
queratinocitos, que por acdo da via do receptor Il ativado por protease (PAR-2), tera a
membrana do PG degradada, liberando os melanossomas no citoplasma dos queratindcitos
(figura 05 D).
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Melandcito Queratinécito

Figura 06: Esquema representando os possiveis tipos de transferéncia melanossomal. (A) Conceito
tradicional mostrando filipddia nanotubular, (B) Conceito tradicional mostrando endocitose em “e” e
fagocitose em “p”. (C) Conceito tradicional mostrando citofagocitose e (D) Novo mecanismo proposto
por Ando et al (2011).

As diferencas raciais e étnicas na cor da pele estdo relacionadas com o numero,
tamanho, forma, distribuicdo e degradacdo dos melanossomas (TSATMALI, ANCANS &
THODY, 2002; COSTIN & HEARING, 2007; LIN & FISHER, 2007; LEE & NOH, 2013).

A presenca de melanina no corpo humano néo esta restrita apenas a epiderme, pois a
literatura relata a presenca deste pigmento na retina, iris, orelha interna e em células
dopaminérgicas e noradrenérgicas. Sendo que o0s melandcitos extracutaneos sintetizam e
armazenam em seus citoplasmas os pigmentos de melanina, ndo transferindo-os para células
adjacentes, tal como os melandcitos epidérmicos (BRITO & KOS, 2008; FEDOROW et al,
2005; CICHOREK et al, 2013).

Com base nas suas moléculas precursoras, as melaninas séo classificadas em quatro
grupos: Feomelanina (sollvel, formado a partir da polimerizacdo oxidativa da cisteina-dopa,
com coloracdo avermelhado-amarelado); eumelanina (insoltvel, formado a partir de
sequéncias oxidativas da tirosina, L-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA), dopamina e outras
catecolaminas, com coloracdo acastanhada-preta); neuromelanina (formada pela
polimerizacdo oxidativa de algumas moléculas de dopamina e noradrenalina, sendo que este
mecanismo ainda ndo estd bem elucidado) e alomelanina (formado pela oxidacdo de
polifendis, como catecdis e 1,8-dihidroxinaftaleno, amplamente difundida em fungos)
(PALMER et al, 2000; JHAPPAN, NOONAN & MERLINO, 2003; FEDOROW et al, 2005;
ITO & WAKAMATSU, 2010).
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Os tipos de melanina a serem produzidos dependem da disponibilidade de substratos e
da enzima melanogénica (figura 07). Assim, a tirosinase realiza a hidroxilacdo de L-tirosina
em L-DOPA e do L-DOPA a dopaquinona (etapas limitantes da velocidade de sintese de
melanina). A dopaquinona pode reagir com a cisteina-dopa originando a 2- ou 5-cisteina-dopa
que em seguida sofrer polimerizacdo oxidativa formando a feomelanina (ITO &
WAKAMATSU, 2003; SLOMINSKI et al, 2004; SIMON et al, 2009; HEARING, 2011; ITO
& WAKAMATSU, 2011).

Na auséncia de tidis, a dopaquinona sofre ciclizacdo espontanea para dopacromo, 0
qual perde espontaneamente 4acido carboxilico e gera 5,6-dihidroxiindol (DHI), que
rapidamente se oxida e polimeriza para formar a eumelanina. No entanto, se a dopacromo
tautomerase (TRP-2/DCT) estiver presente o dopacromo formaréa o acido 5,6-dihidroxiindol
carboxilico (DHICA) que sofrera catalise pela tirosinase e TRP-1 originando também a
eumelanina (ITO & WAKAMATSU, 2003; SLOMINSKI et al, 2004; SIMON et al, 2009;
HEARING, 2011; VIDEIRA , MOURA & MAGINA, 2013).
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Figura 07: Sintese de melanina, nos melandcitos, durante a melanogénese. (Fonte: Adaptado de
CICHOREK et al, 2013).
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A melanina do cabelo € uma mistura de eumelanina e feomelanina, sendo que a
proporcao entre elas determina a cor do cabelo (ITO & WAKAMATSU, 2011). A melanina
no cabelo preto € de 99% eumelanina, enquanto em cabelos loiros ha apenas cerca de 23% de
eumelanina, ja cabelos vermelhos contém eumelanina e feomelanina na proporgdo de 1:1
(ITO & WAKAMATSU, 2010). A eumelanina é muito mais eficiente que a feomelanina no
processo de protecdo contra raios UV, por isso 0s canceres de pele s&o mais comuns em
pessoas de pele clara (TSATMALI, ANCANS & THODY, 2002; CHIN, 2003; ROUZAUD et
al, 2005).

A melanina presente no epitélio pigmentar da retina é principalmente eumelanina,
independente da cor da pele, enquanto que este pigmento na iris pode ser eumelanina ou
feomelanina. A quantidade de melanina presente nos olhos influencia no processo de
adaptacédo a luz apds um periodo de escuriddo, logo quanto menor a quantidade de melanina
presente nos olhos, maior a dificuldade de adaptacéo a claridade (BEHN et al, 2003), além
disso € postulado que a melanina tem um papel no desenvolvimento da retina, porém este
mecanismo ainda ndo esta bem elucidado. (OETTING, 2000).

N&o existem estudos conclusivos em humanos gque investiguem os tipos de melanina
dentro da estria vascular da orelha interna, mas estudos em camundongos demonstraram 0
predominio de eumelanina (BARTELS et al, 2001; FEDOROW et al, 2005). Sabe-se que 0s
melandcitos presentes na estria vascular da orelha interna sdo responsaveis por manter uma
composicao idnica normal neste tecido através de uma bomba de Na*/K*-ATPase e dos canais
de potéassio, sendo assim essenciais para a audicdo em mamiferos (TACHIBANA, 2001).

A neuromelanina (NM) é produzida somente no sistema nervoso, principalmente no
mesencéfalo (substancia nigra) por uma populacao especifica de neurénios dopaminérgicos e
noradrenérgicos. Segundo Fedorow et al (2005) este pigmento esta presente principalmente
em humanos, em quantidades menores em primatas e ausentes nas demais ordens
taxondmicas. Este autor afirma ainda que a producdo de neuromelanina se da através de uma
via simples de auto-oxidacao, que ndo depende de ligacdo a enzima tirosinase. Apesar deste
relato de auséncia da producdo de neuromelanina nas demais ordens, Romeo et al (2014)
afirma que é possivel induzir a producédo deste pigmento em ratos Sprague-Dawley através de
estimulo luminoso.

Na literatura € reportado que a neuromelanina desempenha um possivel papel protetor
no interior da célula, evitando o acumulo de substéncias toxicas, tais como pesticidas e
neurolépticos (LAI et al, 2002; ZECCA et al, 2003; OSTERGREN et al, 2004; FEDOROW

et al, 2005). Este pigmento também possui a capacidade de se ligar a metais como ferro,
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zinco, cobre, manganés, cromio, cobalto, chumbo, mercdrio e cadmio (ZECCA et al, 2002).
Também ha evidéncias de que o grau de pigmentacdo dos neurdnios do mesencéfalo pode ser
utilizado como critério no diagndstico da doenca de Parkinson, pois a diminuicdo de
neuromelanina no mesencéfalo favorece o desenvolvimento desta doenca (FEDOROW et al,
2005).

Assim o conhecimento dos mecanismos cinéticos das enzimas envolvidas no processo
de melanogénese e das substancias que podem alterar esses mecanismos constitui um nicho
cientifico importante que pode favorecer o desenvolvimento de novos medicamentos e
aditivos alimentares (VIDEIRA, MOURA & MAGINA, 2013).

1.3 MECANISMO CINETICO APLICAVEL A TIROSINASE

A tirosinase, em sua fase difenolase, apresenta um comportamento cinético de acordo
com o postulado por Leonor Michaelis e Maud Menten, os quais definem que a etapa
limitante da velocidade de uma reacdo enzimatica é a quebra do complexo enzima-substrato
(ES) em produto (P) e enzima livre (E), o que foi denominado de hipdtese do estado
estacionario (JOHNSON, 2013).

Na cinética Michaeliana, na qual participa um Unico substrato, para uma concentracdo
fixa de enzima, a atividade do estado estacionario varia hiperbolicamente com o aumento da
concentracdo do substrato (S) até se aproximar de uma velocidade maxima (Vma), Na qual
toda a enzima presente forma um complexo com o substrato gerando ES, nesta condicéo, diz-
se que a enzima esta “saturada” com o S, e o aumento de S na reagdo ndo ¢ capaz de alterar a
velocidade (figura 08a) (NELSON & COX, 2011, p. 195).

A relacdo entre a concentracdo do substrato (S) e a velocidade maxima (Vmax) €

estabelecida por meio de K., (constante de Michaelis-Menten), como mostra a equacéo de

Vmax [S]

Michaelis-Menten: V= Konls]

(VOET et al, 2008, p. 364; NELSON & COX, 2011, p. 196-

198; JOHNSON, 2013).

A constante de Michaelis-Menten (Kr) geralmente é usada como um indicador de
afinidade da enzima pelo substrato, de modo que K, € Unico para cada par enzima-substrato,
assim, substratos diferentes que agem com uma dada enzima apresentam valores de K,
diferentes, reciprocamente, enzimas diferentes agindo sobre um mesmo substrato possuem
valores de Ky, diferentes (VOET et al, 2008, p. 364; NELSON & COX, 2011, p. 196-198;
JOHNSON, 2013). No entanto, Nelson & Cox (2011, p. 198) destaca que aspectos especificos
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do mecanismo da reacdo enzimatica como o numero e as velocidades relativas das vérias
etapas da reacdo influenciam no verdadeiro significado de K.

A definicdo operacional estabelece que K, € numericamente igual a concentracdo do

V”;”’“ (VOET

substrato capaz de gerar metade da Vmax de reacdo, sendo expressa como: Km=

et al, 2008, p. 364; NELSON & COX, 2011, p. 196-198; JOHNSON, 2013).
A equacdo de Michaelis-Menten pode sofrer transformacdes e assim evidenciar uma

andlise especifica. Um exemplo é a transformada duplo-reciproca denominada de equacdo de

. o1 1 1 . x .
Lineweaver-Burk: VO—Vmax*[s]+Vmax (figura 08b). Esta equacdo permite uma

determinacdo cuidadosa dos dados experimentais de Vnax (eixo das abcissas), Ky, (eixo das
ordenadas) e dos mecanismos de inibi¢do de enzimas (VOET et al, 2008, p. 367; NELSON &
COX, 2011, p. 197; JOHNSON, 2013).

(a) (b)

Inclinacdo = Km/Vmax

Intercept = /K,

y K., ",/ " Intercento = 1/Vmax

Figura 08: Esquema mostrando os gréaficos com os pardmetros cinéticos da equagdo de Michaelis-
Menten (a) e a transformada duplo-reciproca de Lineweaver-Burk (b) (Fonte:
http://www.expertsmind.com/topic/enzyme-kinetics/lineweaverburk-plot-94296.aspx).

Substéncias denominadas inibidores enziméticos (I) alteram a atividade da enzima,
diminuindo ou interrompendo a catalise. Como as enzimas estdo envolvidas em quase todos
0s processos celulares, os inibidores enzimaticos estdo entre o0s medicamentos mais
importantes (VOET et al, 2008, p. 370; NELSON & COX, 2011, p. 201).

Existem duas classes de inibidores enzimaticos: Irreversiveis e reversiveis. Os
inibidores irreversiveis ligam-se covalentemente a enzima, ou formam uma ligacdo nao-
covalente estavel, ou ainda destroem um grupo funcional essencial para a atividade da mesma.

Os inibidores enzimaticos reversiveis podem diminuir a atividade da enzima de forma
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competitiva, acompetitiva ou mista (VOET et al, 2008, p. 370; NELSON & COX, 2011, p.
201).

Os Inibidores competitivos (figura 09) competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima.
Muitos destes inibidores apresentam estrutura similar a estrutura do substrato e combinam-se com a

enzima formando um complexo El, porém ndo ha reacdo. Na presenca de um inibidor competitivo, a

Vmax [S]
aKm+(s]

equagdo de Michaelis-Menten torna-se: V,= , onde aKy, corresponde ao Ky, observado na

presenca do inibidor (também chamado de K, aparente — Ky app).
O grau de afinidade do inibidor competitivo pela enzima é influenciado por um fator a que

relaciona diretamente a concentracdo do inibidor (I) com a constante de inibicéo (K;), como expressa a
equagdo: o = 1+%, sendo K; a constante de equilibrio para a ligacdo do inibidor a enzima, de

modo que Ki = % (VOET et al, 2008, p. 372-377; NELSON & COX, 2011, p. 202).

A competicdo ndo altera Vma, UMa vez que maiores concentragdes de substrato s&o
capazes de deslocar o inibidor do sitio ativo da enzima, e assim a reacdo se processa normalmente,
porém aumenta 0 Ky, qpp devido a afinidade com a enzima exercida pelo inibidor (VOET et al, 2008,
p. 371-372; NELSON & COX, 2011, p. 202).

E+ST—EeS—E+P

i
o) G@ I
- I
Eel

E il _(_nf\’m_) o 1 o (0
— Vo= s ST

max

" max

Comportamento observado:

)

Km Aumenta

1
pM/min
R
Il
0o

(

Vmax nao altera

Vo

1
7

"_| Sem Inibidor

ak,
e Slope =
" I /“Ii\x

5 [~
£
£l

Figura 09: Esquema do mecanismo de inibicdo competitiva com o gréafico Lineweaver-Burk
correspondente (Fonte: Adaptado de NELSON & COX, 2011, p. 201-202).
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Outro tipo de inibicao reversivel é a acompetitiva (ou incompetitiva) (figura 10), nesta
ndo ha semelhanca entre o inibidor e o substrato, e o inibidor liga-se diretamente ao complexo
ES (em um sitio diferente do sitio ativo) fazendo com que a enzima neste complexo seja

inativada, isso é refletido nos parametros Vpax € Kn, 0s quais sofrem diminuicdo. Esta relacdo

Vmax [S]
Km+a'[s]

é expressa na equacdo de Michaelis-Menten para este tipo de inibicdo, onde: V,= , hesta

equacdo « é indicado como a’ e ele multiplica a concentracdo do substrato no denominador da
o o I y s .
equacdo e nao o Ky, sendo expresso como: o' = 1+I£—i], , onde K;’ é a constante de equilibrio

para a ligacdo do inibidor acompetitivo, de modo que Ki’'= % (VOET et al, 2008, p. 372-

377; NELSON & COX, 2011, p. 203).
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Figura 10: Esquema do mecanismo de inibicdo acompetitiva com o gréafico Lineweaver-Burk
correspondente (Fonte: Adaptado de NELSON & COX, 2011, p. 201-202).

Inibidores reversiveis também podem agir de maneira mista (figura 11), interagindo
tanto com a enzima quanto com o complexo enzima-substrato (inibicdo mista), logo o inibidor
que apresenta este comportamento tem afinidade pelo sitio ativo da enzima e por outros sitios

de ligagdo. Nesse tipo de inibigdo a equagdo de Michaelis-Menten também sofre uma adaptagéo,
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Vmax [S]
aKm+o[s]"

sendo expressa como: V= Por apresentar o fator a multiplicando K;, (como na inibicdo

competitiva) e o” multiplicando S (como na inibi¢cdo acompetitiva) essa inibicdo é chamada mista,
causando diminuicdo de Vs € aumento ou diminuicdo de K, dependendo dos valores de a e a’
(VOET et al, 2008, p. 377; NELSON & COX, 2011, p. 203).

a8 ° 4
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Figura 11: Esquema do mecanismo de inibicdo mista com o gréfico Lineweaver-Burk correspondente
(Fonte: Adaptado de NELSON & COX, 2011, p. 201-202).

Quando em uma inibi¢do mista a enzima livre e 0 complexo enzima-substrato forem capazes
de se ligar ao inibidor com a mesma afinidade, indica que a = a’, refletindo apenas na diminuicdo de
Vmax, Sem alteracdo de K, aparente. Este fendbmeno é denominado inibicdo ndo-competitiva pura
(figura 12) (VOET et al, 2008, p. 377).

O complexo ESI (formado nos tipos de inibicdo acompetitiva, mista e ndo-competitiva pura)
apresenta menor eficiéncia em formar produto, o que é refletido na diminuigdo do V . NOS tipos de
inibicdo que formam este complexo (MURRAY et at 2007, p. 64).
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Figura 12: Gréafico Lineweaver-Burk do mecanismo de inibicdo ndo-competitiva pura (Fonte:
http://www.docstoc.com/docs).

1.4 INIBIDORES DE TIROSINASE

Embora a melanina apresente principalmente acdo fotoprotetora na pele humana, o
acumulo anormal de melanina originando manchas pigmentadas pode se tornar um problema
estético significativo, influenciando na qualidade de vida de pessoas que apresentam essa
desordem. Do mesmo modo, 0 escurecimento enzimatico em frutas e fungos é indesejavel,
uma vez que diminui o valor comercial desses produtos (CHANG, 2009; SAGHAIE et al,
2013).

Tais fendmenos estdo diretamente relacionados ao poder de catélise exercido pela
enzima tirosinase, assim, o entendimento desse mecanismo cinético e a busca por novas
substéncias capazes de regular o comportamento desta enzima sdo fatores chaves para o
tratamento das desordens de pigmentacdo. Cada vez mais busca-se novos inibidores de
tirosinase (de origem natural ou sintética) para uso em alimentos e cosméticos, na maioria dos
estudos conduzidos para investigar novos inibidores utiliza-se como padrdo positivo o acido
kéjico (CHANG, 2009; SAGHAIE et al, 2013).

O acido kojico (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona, figura 13) € um metabdlito flngico
que atua como agente quelante de fons de metais de transicdo (como o Cu*? e Fe*®), sendo
capaz de eliminar radicais livres (KIM E UYAMA, 2005; SAGHAIE et al, 2013). E utilizado
como agente clareador de pele (LIM, 1999; NOHYNEK et al, 2004; HA et al, 2007;
CICHOREK et al, 2013), e possui atividade como aditivo alimentar para evitar o
escurecimento enzimatico de alimentos (BURDOCK et al, 2001; BLUMENTHAL, 2004;
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BENTLEY, 2006; CHANG, 2009); como agente anti-tumoral (BURDOCK et al, 2001,
GOMES et al, 2001; MOTO et al, 2006; TAMURA et al, 2006) e radioprotetor (EMAMI et
al, 2007).

O acido kojico inibe competitivamente a etapa monofenolase da tirosinase, ja na etapa
difenolase desta enzima o &cido kojico atua como inibidor misto (SCHURINK et al, 2007,
CHANG, 2009; SAGHAIE et al, 2013). Desse modo, o mecanismo desempenhado por este
agente envolve a afinidade pelo sitio ativo da enzima, onde h4 quelacdo dos fons Cu*?
presentes, e a ligacdo em um sitio diferente do ativo, realizando inibicdo ndo-competitiva
(SENDOVSKI et al, 2011).

Apesar destes beneficios, o acido kojico € utilizado de forma limitada pela inddstria de
cosméticos, uma vez que este agente causa irritacdo da pele devido a sua citotoxicidade e as
formulagdes com este agente sdo instaveis, o que dificulta o armazenamento (SAGHAIE et al,
2013).

Além do acido kdjico, a literatura relata varios agentes, pertencentes a diferentes
classes metabolicas, com possivel atividade anti-tirosinase, como os apresentados na tabela
01.

Tabela 01: Substancias com atividade anti-tirosinase.

SUBSTANCIAS COM ATIVIDADE ANTI-TIROSINASE

REFERENCIA

Polifenois ( kaempferol, galangina e a quercetina)

KUBO et al, 2000a

Benzaldeidos e derivados de benzoatos(como &cido galico, acido

benzoéico, anisico, anisaldeido, &cido cindmico e A4cido

metoxicinamico)

LEE, 2002; KUBO et
al, 2000b; KUBO et al,
2003

Lipidios de cadeias longas (como triacilglicerol e trilinoleina)

JEON et al, 2006

Fitoesterdis, como os isolados de partes aéreas da Trifolium
balansae

SABUDAK et al, 2006

Antraquinonas como 1,8-di-hidroxi-2-metoxi-3-metilantraquinona

LEU et al, 2008

Inativadores irreversiveis (como cloreto de cetilpiridinio, 3,5-di-

hidroxifenil-decanoato).

CHEN et al,
QIU et al, 2005

2003;

Apesar da industria de cosméticos disponibilizar no mercado tratamentos ja

estabelecidos para hiperpigmentacdo, como hidroquinona, arbutina, acido kojico, aloesin, e 4-
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n-butil-resorcinol que sdo potentes agentes farmacoldgicos, estes frequentemente apresentam
reacdes adversas, o que limita seu uso (HYOJIN et al, 2012).

Como os agentes anti-tirosinase podem funcionar através de diferentes mecanismos
(controlando a atividade e a transcricdo da tirosinase, TRP-1 e TRP-2; interferindo na
captacdo e distribuicdo dos melanossomas em queratinécitos e/ou regulando a degradagdo e
turnover da melanina e dos melanossomos nos queratinocitos), a associa¢do de agentes anti-
tirosinase, combinando mecanismos de acdo diferentes, vem sendo utilizada, garantindo assim
melhor eficiéncia (HYOJIN et al, 2012). Todavia, a citotoxicidade, a estabilidade e a
permeabilidade desses agentes ainda constituem um desafio a ser transposto (BATTAINI et
al, 2002; HYOJIN et al, 2012 ; SAGHAIE et al, 2013).

Deste modo, a utilizacdo de técnicas recentes de modelagem molecular pode ser de
grande utilidade para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos planejados pela
analise de dados teoricos, da estrutura-atividade de forma tridimensional, envolvendo a
invencdo, descoberta, planejamento, identificagcéo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos, com o estudo do seu metabolismo, a interpretacdo do seu modo de agdo molecular e a
construcdo das relacOes entre estrutura e atividade bioldgica (CARVALHO et al, 2003).

Nesta perspectiva, o Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos, do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da UFPA através de técnicas de modelagem
molecular, investigaram o potencial anti-tirosinase dos analogos do &cido kdjico derivados de
4H- pironas (figura 13): 2-Etil-3-hidroxi-4H-piran-4-ona (S-01); Acido 5-hidroxi-4-oxo-4H-
pirano-2-carboxilico (S-02); Acido 3-hidroxi-2metil-4-pirona (S-03) e Acido 3-hidroxi-1,2-
dimetil-4(1)-piridona (S-04), que ja sdo moléculas conhecidas, porém pela primeira vez
analisados teoricamente para este fim (LIMA et al,2014).

Também foram investigadas o potencial anti-tirosinase das substancias inéditas,
qguimicamente planejadas e sintetizadas por este laboratério, como anélogos do acido kojico
derivados de diidropirano[3,2-bJcromenodionas (figura 13): substancias 2-(hidroximetil)-7,7-
dimetil-10-fenil-7,8-di-hidropirano[3,2-b]cromeno-4,9(6H,10H)-diona (S-05); 2-(clorometil)-
10-(4-fluorofenil)-7,7-dimetil-7,8-di-hidropirano[3,2-b]Jcromeno-4,9(6H,10H)-diona  (S-06);
4-(2-(hidroximetil)-7,7-dimetil-4,9-dioxo-4,6,7,8,9,10-hexahidropirano[3,2-b]cromen-10-
il)benzonitrilo (S-07) e 2-(clorometil)-10-(2-fluorofenil)-7,7-dimetil-7,8-dihidropirano[3,2-
b]cromeno-4,9(6H,10H)-diona (S-08).

Assim, no presente trabalho buscamos investigar experimentalmente se tais
substancias sdo inibidores de tirosinase e apresentam efeito citotoxico em diferentes culturas

celulares.
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Figura 13: Estrutura molecular do acido koéjico e seus andlogos derivados de 4H- pironas (S-01, S-02,
S-03 e S-04) e derivados de diidropirano[3,2-b]cromenodionas (S-05, S-06, S-07 e S-08) utilizados
neste trabalho (Fonte: Autor).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar bioquimicamente a acdo inibidora de tirosinase e o efeito citotoxico in vitro
de analogos do acido kdjico derivados de 4H-pironas e derivados de diidropirano[3,2-

b]cromenodionas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar a capacidade de ligacdo do &4cido kéjico e seus analogos com o cobre 1l (Cu?")
pelo deslocamento de pico de absorvancia no espectro UV-Visivel,

» Determinar os pardmetros cinéticos da tirosinase na reacdo com L-DOPA, de acordo com
a equacdo de Michaelis-Menten;

» Determinar os parametros cinéticos e o mecanismo de inibi¢do do acido kojico e de seus
analogos na reacao enzimatica com a tirosinase;

» Examinar o grau de seguranca da integridade de membranas celular perante a incubagdo
com &cido kojico ou seus anélogos;

» Auvaliar o grau de citotoxicidade do acido kéjico ou seus andlogos em diferentes culturas
celulares (B16F10 — células de melanoma de camundongos; MRCs — fibroblasto fetal de

pulmdo humano e retina de embrido de galinha — E7C8).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES

Os reagentes: Tirosinase de mushroom, L-DOPA, Sulfato de cobre 11, dimetilsulfoxido
(DMSO) e Acido kojico foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. As substancias: 2-Etil-
3-hidroxi-4H-piran-4-ona (S-01); Acido 5-hidroxi-4-oxo-4H-pirano-2-carboxilico (S-02);
Acido 3-hidroxi-2metil-4-pirona (S-03); Acido 3-hidroxi-1,2-dimetil-4(1)-piridona (S-04); 2-
(hidroximetil)-7,7-dimetil-10-fenil-7,8-di-hidropirano[3,2-b]cromeno-4,9(6H,10H)-diona (S-
05); 2-(clorometil)-10-(4-fluorofenil)-7,7-dimetil-7,8-di-hidropirano[3,2-b]cromeno-
4,9(6H,10H)-diona (S-06); 4-(2-(hidroximetil)-7,7-dimetil-4,9-dioxo-4,6,7,8,9,10-
hexahidropirano[3,2-b]Jcromen-10-il)benzonitrilo (S-07) e 2-(clorometil)-10-(4-fluorofenil)-
7,7-dimetil-7,8-dihidropirano[3,2-b]Jcromeno-4,9(6H,10H)-diona (S-08) foram cedidas pelo
Laboratério de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos, do Instituto de Ciéncias
Exatas e Naturais da UFPA.

3.2 DETERMINACAO DA INTERACAO COM COBRE

Para determinar o poder de quelacdo de Cu?* pelo 4cido kéjico e seus analogos foi
realizada uma curva espectral UV-visivel (250-500 nm) de acordo com Kubo et al (2000a).
Sendo usada uma solucéo de sulfato de cobre 11 como fornecedor de Cu®* para as reacées.

Nas reacgdes foram adicionados 1 mL de sulfato de cobre II (250 uM) com ImL de
acido kojico ou seus andlogos (25, 50 e 100 uM). As misturas foram incubadas a 25°C
durante 10 min e realizada a curva espectral, em espectrofotébmetro (SPECTRUM SP-2000
uv).

3.3 ENSAIO ENZIMATICO

A cinética da enzima tirosinase foi realizada de acordo com Kubo et al (2000a) com
modificacbes para placa de 96 pocos. Foram incubados 160 uL do substrato L-DOPA em
diferentes concentragdes (0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3 e 4 mM), com 20 pL da enzima tirosinase de
cogumelo (2,4U) ¢ 20 uL do &cido kojico ou seus andlogos S-01, S- 02, S-03, S-04, S-05, S-
06, S-07 e S-08 em diferentes concentracdes (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mM) ou

tampdo (atividade sem inibicéo).
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As solugdes foram preparadas em Tampéo Fosfato Salina (PBS) pH 7,2. No entanto as
substancias S-05, S-06, S-07 e S-08 foram solubilizadas previamente em DMSO, de modo
gue na reacdo a concentracdo das mesmas foi de 5%. Todas as reacdes foram iniciadas pela
adicdo da enzima com o uso de pipetador multicanal e a velocidade da reacdo (formacéo de
dopacromo) avaliada como a variacdo da absorvancia-minuto (média + erro padrdo da média)
registrada em leitor de microplaca com filtro de 490 nm, ao longo dos 5 primeiros minutos.

Como controle também foi realizada a incubacdo apenas da enzima com o &cido
kojico ou seus andlogos, para demonstrar que estes na auséncia do substrato ndo geram
varia¢do na absorvancia ao longo do tempo.

Os parametros cineticos de Km, VVmax, Ki e anélise estatistica como declive (variagdo
do Km 4pp), r?, média e erro padrdo da média foram determinados com o auxilio do programa
GraphPad Prisma® 5.00.

3.4 ENSAIO DE HEMOLISE

Para investigar o grau de seguranca do &cido kdjico e seus analogos frente a
integridade da membrana celular, foi realizado o teste de hemolise, de acordo com Oliveira et
al (2014). O sangue de um rato foi coletado com heparina, centrifugado a 3000 rpm/5min, os
eritrocitos foram lavados com solucdo salina (NaCl 0,85%; CaCl, 10mM) e novamente
centrifugados, sendo entdo diluidos a 2 % em salina (solucéao de eritrécito).

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos (n=4), nele 100 uL. do &cido kojico na
concentracdo de 0,4 mM; ou de S-01 a S-04 (3,2 e 1,6 mM); ou de S-05 a S-08 (0,8 mM
diluidas em 10% de DMSO) foram adicionados na presenga de 100 uL da solugdo de
eritrocito.

Como controle positivo de hemdlise foram incubados 80 uL de salina, mais 20 uL. de
Triton X-100 a 1% com 100 pL da solucdo de eritrécitos. Como controle negativo foram
incubado 100 pL de salina com 100 uL da solucdo de eritrocito. Um segundo controle
negativo (para as drogas diluidas em DMSO) foi realizado pela incubagdo de 100 pL de
solucéo salina contendo 10 % de DMSO com 100 pL da solugdo de eritrocito. Apds 1 h de
incubacdo a placa foi centrifugada (3000 rpm/5min) ¢ 100 puL do sobrenadante transferido e
lido em leitora de microplaca com filtro para 450 nm. Os resultados foram expressos como

A-xC~

percentagem pela formula: %pemeiise = i X 100.
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Onde: A é a absorvancia da amostra; XxC~ é a média do controle negativo; X AC* é a
média da diferencial entre controle positivo e controle negativo. Sendo os dados apresentados

como média + desvio padréo.

3.5 CITOTOXICIDADE EM MELANOMA, FIBROBLASTO E TECIDO NERVOSO

As linhagens B16F10 (células de melanoma de camundongos) e MRCs (fibroblasto
fetal de pulmdo humano) foram cultivadas, separadamente, em garrafa de 25 cm?, com meio
nutritivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 10 U/ml de penicilina e
10 pg/ml de gentamicina, em estufa a 37° C e atmosfera com 5 % de CO,, efetuando-se a
troca do meio a cada dois dias, até atingir confluéncia adequada.

Para a realizagdo do experimento, as células foram lavadas com tampdo fosfato salino
(PBS) e dissociadas quimicamente por acdo de 2 mL de solucéo de tripsina 0,05 %/EDTA
0,02 % em PBS por 5 min, seguido de inativacdo com 4 mL de meio de cultivo. As células
foram centrifugadas (1500 rpm / 5 min), o precipitado suspenso com 5 mL de meio e a
concentracdo celular determinada por contagem em hemocitdmetro com solugdo do corante
vital azul trypan 0,4% em PBS.

Foram semeadas 50000 cél./po¢o num volume de 500 pL em placa de 24 pogos. Apds
24 h de cultivo em estufa de CO, o meio foi removido e efetuado o tratamento (n = 4) com as
substancias S-01, S-02, S-03, S-04 e &cido kdjico em diferentes concentragdes (0,25 mM; 0,5
mM e 1 mM) em meio de cultivo. O grupo Controle foi realizado contendo apenas meio de
cultivo.

Para a obtencdo da cultura de células do tecido nervoso, as retinas de embrido de
galinha da linhagem Cobb, com sete dias de embrido (E7) foram dissecadas em meio livre de
calcio (CMF), dissociadas quimicamente com solucdo de tripsina e semeadas em meio
nutritivo DMEM / 10% FBS numa densidade de trés retinas por placa de 24 pocos. A cultura
foi mantida em estufa de CO, com a troca do meio efetuada a cada dois dias. Com oito dias de
cultivo (C8) foi efetuado o tratamento com as drogas testes de igual modo como descrito no
paragrafo anterior.

A citotoxicidade foi avaliada pela analise da viabilidade celular estimada pelo método
proposto por Mosmann (1983) com modificacGes, o qual consiste na conversdo do cromogeno
solivel, brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), pela acdo de

desidrogenases presentes em células viaveis, em formazan pouco soltvel (precipitado escuro
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no interior das células), podendo ser solubilizado e lido em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 570 nm.

Com 24h de tratamento o meio foi removido e as células incubadas por 2 h em estufa
de CO, com 500 pL de solugdo de MTT 0,5 mg/mL em meio de cultivo. Apos este periodo, 0
sobrenadante foi removido e o formazan (incorporado as células) foi solubilizado com 300 pL
de DMSO e a absorvancia determinada em leitor de microplaca, sendo os resultados

expressos como percentagem do grupo Controle.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Como andlise estatisticas, para aqueles resultados que necessitaram, sera realizada a
analise de variancia um critério (ANOVA) seguido pelo pds-teste de Tukey, com o uso do

programa estatistico BioEstat versédo 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DA INTERACAO COM COBRE

A andlise do espectro UV-Visivel para verificar se o acido kojico e seus analogos
possuem a capacidade de interagir com fons cobre 11 (Cu®*) é apresentado na Tabela 02, onde
é possivel observar um deslocamento batocrdmico (deslocamento do espectro UV-Visivel
para um maior comprimento de onda) na interacdo do acido kdjico com ions cobre Il (Cu?")
da solucdo de CuSO4 (265 — 305 nm). Esse comportamento batocrdmico também foi
observado nas interaces entre o cobre 1l (Cu®*) e as substancias S-01 (285 — 325 nm), S-02
(275 — 315 nm), S-03 (275 — 310 nm), S-04 (280 — 295 nm), S-06 (270 — 305 nm) e S-07
(270 — 310 nm).

O espectro UV-Visivel da S-05 ndo apresentou deslocamento quando em solugdo com
fons cobre 11 (Cu®"), possivelmente devido ndo haver interago entre eles.

A substancia S-08 também foi capaz de interagir com fons Cu®*, no entanto esta
interacdo promoveu um deslocamento hipsocrémico (deslocamento do espectro UV-Visivel

para um menor comprimento de onda), S-08 (315 — 310 nm).

Tabela 02: Deslocamento de pico do espectro UV-Visivel das rea¢des do acido kdjico e seus analogos
com Cu®*,

Substancia Pico do Cu ** (nm)
Acido Kajico (50 uM) 265 — 305
S-01(50 pM) 285 — 325

S-02 (50 M) 275 — 315

5-03(50 uM) 275 — 310

S-04 (25 pM) 280 — 295

S-06 (50 pM) 270 — 305

S-07 (50 M) 270 — 310

S-08 (100 M) 315— 310

4.2 ANALISE DO PADRAO DE INIBICAO

A cinética da tirosinase na auséncia de inibidor mostrou comportamento tipico de
enzima michaeliana (figura 08 a) com valor de Km= 0,299 £ 0,03 mM e Vmax = 0,029 + 0,00

D.O./min, estes parametros ndo apresentaram alteragdes significativas quando repetidos para
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realizacdo da cinética com as demais substancias (Fig. 14A; 15 A; 15D; 16A, 16B; 17A; 17B;
18A e 18D).

A cinética para o acido kojico (figura 14 A) mostrou que este foi capaz de promover
inibicdo bastante significativa na atividade da tirosinase, podendo ser confirmado pelo gréafico
de Linewaver-Burk (figura. 14 B), para esta substancia a inibicdo apresentada é do tipo
competitiva, com Ki=0,005 £ 0,00 mM. Na figura 14 C é apresentado a variacdo do Km
aparente (Km 45) em funcéo da concentra¢édo do inibidor, nela podemos constatar que o
aumento da concentracdo do acido kojico promove aumento progressivo nos valores de Km
app, Mostrando um declive acentuado de 60,55 + 13,45 e r’= 0,95, o que reforca o carater

competitivo deste inibidor.
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Figural4: Cinética enzimatica da tirosinase na presenca do acido kdjico. (A) Cinética de Michaelis-
Menten e (B) transformada de Lineweaver-Burk nas concentra¢des de 0; 0,05 e 0,1 mM de é&cido
kojico, mostrando inibicdo do tipo competitiva. (C) Variacgdo do Km aparente em funcdo da
concentracio de Ac. kojico. Dados s&o apresentados como média (n=3).
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A analise cinética com a substancia S-01 mostrou ser esta um bom inibidor (figura 15
A), sendo que a andlise do grafico de Linewaver-Burk para este tratamento (figura 15 B)
revelou uma inibicdo do tipo mista, com Ki= 0,999 = 0,15 mM. Também foi possivel
observar que a variagdo do Km .5, em fungéo da concentragdo do inibidor apresentou um
declive pouco acentuado (0,18 + 0,03; r*= 0,92) (figura 15 C).

A substancia S-02 também demonstrou ser inibidor de tirosinase, como observado pela
cinética Michaeliana na figura 15 D. A analise do grafico de Linewaver-Burk (figura 15 E)
para esta substancia demonstrou ser a inibigdo do tipo competitiva, com Ki= 0,145 + 0,02 mM
e variacdo crescente do Km 45, em fungéo da concentragéo da S-02 (figura. 15 F) com um
declive acentuado de 3,26 + 0,65 e r’= 0,93.

A cinética da substancia S-03 (figura 16 A) ndo apresentou atividade inibidora, porém
a curva cinetica na presenca desta substancia apresentou valores de Vmax maior que na
auséncia desta (Vmax = 0,030; Vmax’ = 0,033 e Vmax " = 0,041, para as concentrac¢des de 0;
0,8 e 1,6 mM, respectivamente).

A cinética da substancia S-04 (figura 16 B) mostrou um comportamento tipico de
inibicdo competitiva, o qual foi confirmado pela analise da transformada de Linewaver-Burk
(figura 16 C), com Ki= 0,064 + 0,01 mM, o mesmo evidenciado pelo declive acentuado (5,30
+ 0,27; r*= 0,99) da variacdo do Km app €M funcdo do aumento da concentragédo desta
substancia (figura 16 D).

A analise cinética da substancia S-05 mostrou que esta ndo apresentou atividade
inibidora para as concentraces testadas (figura 17 A).

Similar ao observado para a S-04, a analise cinética de S-06 (figura 17 B), S-07 (figura
18 A) e S-08 (figura 18 D), também apresentaram comportamento tipico de inibidor
competitivo, o que foi confirmado pela anélise da transformada de Linewaver-Burk, com Ki=
0,004+ 0,00 mM para S-06 (figura 17 C), Ki= 0,006 £ 0,00 mM para S-07 (figura 18 B) e Ki=
0,009 + 0,00 mM para S-08 (figura 18 E), e pelo elevado valor de declive na anélise da
variagdo do Km 4, em fungéo da concentragdo do inibidor: 42,19 + 7,58 e r’= 0,94 para S-06
(figura 17 D); 22,12 + 1,98 e r’= 0,98 para S-07 (figura 18 C) e 19,92 + 1,37 e r’= 0,99 para
S-08 (figura 18 F).
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Figural5: Cinética enzimatica da tirosinase com as substancias S-01 e S-02. (A) Cinética de
Michaelis-Menten e (B) transformada de Lineweaver-Burk mostrando inibicdo do tipo mista nas
concentracbes de 0; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mM de S-01. (C) Variacdo do Km aparente em fungéo da
concentracdo de S-01. (D) Cinética de Michaelis-Menten e (E) transformada de Lineweaver-Burk
mostrando inibicdo do tipo competitiva nas concentragdes de 0; 0,05; 0,1 e 0,2 mM de S-02. (F)
Variacdo do Km aparente versus concentracdo de S-02. Dados sdo apresentados como média (n=3).



41

A = Cinética da S-03
"E~. 0.05+
o] -+ 0
S 0.04- = 08mM
§ - 16mM
£ 0.034
w
2
= 0.02-
(3]
o
o 0.014
=]
5
= 0.00 I r . T .
ﬁ 0 1 2 3 4 5
L-DOPA (mM)
B ¢ Cinética da S-04
"E~. 0.04-
o] -+ 0 mM
=3 0.03 & 0.025mM
§ AT -+ 0,05 mM
g - 0,1 mM
2 - 0,2mM
=
(3]
o
4]
=]
5
= 0.00 I r . T .
ﬁ 0 1 2 3 4 5
L-DOPA (mM)
C D
Lineweaver-Burk da S-04 Km app X [S-04]
300+ 1.50-
& 0mM
m 0,025 mM 1.254
200 & 0,05 mM o 1.004
¥ 0,1mM o ).
2 ¢ 02mM g 0751
100- * 0.50-
0.254
r ; r r r : 0.00 T T r s
-2 0 2 4 6 8 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
1/[L-DOPA] (mM") [S5-04] (mM)

Figural6: Cinética enzimatica da tirosinase com as substancias S-03 e S-04. (A) Cinética de
Michaelis-Menten nas concentracfes de 0; 0,8 e 1,6 mM de S-03 ndo mostrou acao inibitdria mas sim
como um possivel co-fator. (B) Cinética de Michaelis-Menten e (C) transformada de Lineweaver-Burk
mostrando inibigdo do tipo competitiva nas concentragdes de 0; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mM de S-04.
(D) Variagdo do Km aparente versus concentracdo de S-04. Dados sdo apresentados como média
(n=3).
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Figural7: Cinética enzimatica da tirosinase com as substancias S-05 e S-06. (A) Cinética de
Michaelis-Menten nas concentracdes de 0; 0,4 e 0,8 mM de S-05 ndo mostrou acéo inibitoéria. . (B)
Cinética de Michaelis-Menten e (C) transformada de Lineweaver-Burk mostrando inibicdo do tipo
competitiva nas concentragdes de 0;0,025; 0,05; e 0,1 mM de S-06. (D) Variagdo do Km aparente
versus concentracdo de S-06. Dados sédo apresentados como média (n=3).
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Figural8: Cinética enzimética da tirosinase com as substancias S-07 e S-08. (A) Cinética de
Michaelis-Menten e (B) transformada de Lineweaver-Burk mostrando inibic¢do do tipo competitiva nas
concentracbes de 0; 0,025; 0,5 e 0,1 mM de S-07. (C) Variagdo do Km aparente em fungdo da
concentracdo de S-07. (D) Cinética de Michaelis-Menten e (E) transformada de Lineweaver-Burk
mostrando inibicdo do tipo competitiva nas concentragdes de 0; 0,025; 0,5 e 0,1 mM de S-08. (F)
Variacdo do Km aparente versus concentracdo de S-08. Dados sdo apresentados como média (n=3).
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4.3 ANALISE DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Para investigar o grau de seguranca da integridade da membrana celular frente ao
acido kdjico e seus analogos foi realizado o teste de hemdlise (figura 19). Nele podemos
constatar que 1,6 mM da S-01 gerou 50% de hemolise (n=3), enquanto a incubag¢do com 0,8
mM causou apenas 2% (n=3).

O 4cido kojico (na concentracdo de 0,2 mM) e os analogos S-02, S-03 e S-04 (nas
concentracfes de 1,6 mM) e S-05, S-06, S-07 e S-08 (nas concentragdes de 0,4 mM) ndo
apresentaram atividade hemolitica.
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Figura 19: Ensaio de hemdlise para avaliar a integridade de membrana celular ao &cido kéjico e seus
analogos. Controle positivo (C*, solugdo de eritrdcito tratadas com Triton X-100 a 0,1%), Controle
negativo (C’, eritrocitos sem tratamento) e Controle negativo com DMSO (CD).
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4.4 ANALISE DA CITOTOXICIDADE

A figura 20 apresenta a atividade citotoxica em linhagem de fibroblasto fetal de
pulmdo humano (MRC5) ap6s tratamento com acido kojico e seus analogos S-01, S-02, S-03
e S-04 incubadas por 24h em diferentes concentragcdes. Nesta € possivel observar que 0s
grupos de células tratadas com &cido kojico nas concentragdes de 250 uM (104 + 0 %), 500
UM (100 £ 5 %) e 1000 uM (100 £ 5 %) ndo apresentaram efeito citotoxico, ndo exibindo
diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle (100 £ 3 %).

Um comportamento semelhante foi observado no grupo de células tratadas com S-01
(Fig. 20) nas concentragOes de 250 uM (96 + 2 %), 500 uM (92 £ 2 %) e 1000 puM (93 + 2
%), as quais também ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo
controle (100 = 5 %).

As celulas da linhagem MRC5 ap6s tratamento com S-02 (Fig. 20) apresentaram
diferencas significativas quando comparadas ao grupo controle (100 £ 5 %), exibindo uma
viabilidade de 88 £ 1 %; 86 + 2 % e 79 = 3 % nos grupos tratados com concentracdes de 250
1M, 500 uM e 1000 uM, respectivamente.

As células tratadas com S-03 (Fig. 20), semelhante as células tratadas com acido
kojico e S-01, nas concentragdes de 250 UM (99 £ 2 %), 500 uM (93 + 6 %) e 1000 uM (93 +
3 %) também ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle
(100 + 1 %).

Efeito citotdxico foi observado nas células tratadas com S-04 (Fig. 20), onde houve
um comprometimento de 24% na viabilidade das células tratadas com 250 uM (76 + 3 %) e
500 uM (76 £ 2 %) desta substancia, e um comprometimento de 30% quando tratada com
1000 uM (70 + 2 %) da S-04, exibindo assim uma significativa diferenca quando comparadas

ao grupo controle (100 + 1 %).
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Figura 20: Andlise da citotoxicidade em linhagem MRC;s tratadas por 24h com o acido kojico e seus
analogos S-01, S-02, S-03 e S-04, nas concentragdes de 250, 500 e 1000 pM, mais o grupo controle de
cada tratamento. n =4 e *p < 0,01 (ANOVA, seguido do teste de Tukey).

A figura 21 apresenta a anélise de citotoxicidade em culturas de células de retina de
embrido de galinha (E7C8) ap6s tratamento com acido kdjico e seus analogos S-01, S-02, S-
03 e S-04 incubadas por 24h em diferentes concentracfes. Estas células quando submetidas a
tratamento com acido kojico nas concentrag@es de 250 uM (96 + 2 %), 500 UM (95 + 4 %) e
1000 uM (96 £ 4 %) nédo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo
controle (100 £ 4 %). Tal comportamento também foi observado no grupo de células tratadas
com S-01 (Fig. 21) nas concentrac6es de 250 uM (99 £ 1 %), 500 uM (101 + 2 %) e 1000 uM
(98 £ 2 %), as quais também ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao
grupo controle (100 = 3 %).

Ja as culturas de células de retina de embrido de galinha (E7C8) tratadas com S-02 (87
+4%;81+3%;79+6 %), S-03(87+4%;8L+3%;79+6%)eS-04(87+1%;86=x2 %;
87 £ 2 %), nas concentragdes de 250 uM, 500 uM e 1000 uM, respectivamente, apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (100 + 3 %).
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Figura 21: Andlise da citotoxicidade em culturas de células de retina de embrido de galinha (E7C8)
tratadas por 24h com o acido kdjico e seus analogos S-01, S-02, S-03 e S-04, nas concentragdes de
250, 500 e 1000 pM, e o grupo controle de cada tratamento. n = 4 e *p < 0,01 (ANOVA, seguido do
teste de Tukey).

As células de melanoma de camundongos (B16F10) também foram submetidas a
tratamento com o acido kdjico e seus analogos S-01, S-02, S-03 e S-04, por 24h em diferentes
concentracBes (Fig. 22). O tratamento realizado com o acido kojico (Fig.22) na concentragao
de 250 uM (96 + 4 %) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (100 + 3
%), porém as concentracdes de 500 uM (85 £ 2 %) e 1000 uM (83 + 4 %) foram
significativamente diferentes do controle, exibindo um efeito citotoxico de 15% e 17%
respectivamente.

O tratamento com S-01 nas concentracfes de 250 uM (100 + 2 %), 500 uM (98 + 4 %)
e 1000 uM (100 + 3 %) ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao
grupo controle (100 + 4 %).

O tratamento com o analogo S-02 na concentracdo de 250 uM (96 + 3 %) ndo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (100 + 6 %), porém as
concentracfes de 500 uM (57 + 2 %) e 1000 uM (49 + 1 %) foram significativamente
diferentes do controle, exibindo assim um valor de 1Csqq, Na concentragéo de 1000 pM.

O tratamento com S-03 nas concentragOes de 250 uM (102 £ 2 %) e 500 uM (96 + 2
%) ndo exibiram diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle (100 * 4 %), ja
a concentracdo de 1000 uM (88 = 3 %) desta substancia foi capaz de promover um efeito

citotoxico de 12%, quando comparado ao grupo controle.
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O tratamento com a S-04 promoveu efeito citotoxico, sendo este de 43% na
concentracdo de 250 uM (57 £ 0 %), 42% com 500 uM (58 £ 2 %) e uma reducgéo de 45% da
viabilidade quando tratadas com 1000 uM (55 £ 1 %), mostrando assim valor elevado para a

ICs00, SUperior as concentracOes aqui testadas.
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Figura 22: Analise da citotoxicidade em células B16F10 tratadas por 24h com o &cido kdjico e seus
analogos S-01, S-02, S-03 e S-04, nas concentra¢des de 250, 500 e 1000 uM, e o grupo controle de
cada tratamento. n =4 e *p < 0,01 (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos bioguimicamente a atividade inibidora de tirosinase e 0
efeito citotdxico de andlogos do acido koéjico derivados de 4H-pironas (S-01, S-02, S-03 e S-
04) e derivados de diidropirano[3,2-b]Jcromenodionas (S-05, S-06, S-07 e S-08) em tirosinase
de cogumelo. Tais substancias foram elucidadas teoricamente para esta finalidade através de
técnicas de modelagem molecular, segundo Lima et al (2014).

E importante ressaltar que hidroxipironas, como o acido kdjico, sdo caracterizadas
pela versatilidade de sintese, propiciando a elaboragdo de inimeros derivados moleculares
que apresentam elevada afinidade com metais (por exemplo, o Cu®"), sendo excelentes
escolhas para diagnoésticos e/ou formulacGes terapéuticas, uma vez que podem interagir com
enzimas que possuem metais na sua estrutura (THOMPSON et al, 2006).

Para avaliar se os analogos do acido kéjico aqui apresentados sdo capazes de interagir
com o cobre da enzima tirosinase foram analisadas as curvas espectrais UV-visivel (tabela 01,
pag. 38) de interacdes entre o acido kojico e seus analogos (S-01, S-02, S-03, S-04, S-06, S-
07 e S-08) com uma solucdo de sulfato de cobre Il (CuSQO,), de acordo com o método
proposto por Kubo et al (2000a), Saewan et al (2011) e Yue-Xiu et al (2012). Nossos
resultados apresentaram uma mudanga batocromica, ou seja, para um maior valor de
comprimento de onda, no pico de absorvancia das substancias S-01, S-02, S-03, S-04, S-06,
S-07 e acido kéjico quando em solucdo com sulfato de cobre 1l (CuSO,). Porém o analogo S-
08 apresentou um deslocamento hipsocrémico, ou seja, para um menor comprimento de onda,
quando em solugdo com CuSQ,.

Tal comportamento é sugestivo de que houve uma interacdo entre os analogos do
4cido kéjico aqui apresentados com fons Cu®*. Estes resultados confirmam os achados
tedricos de Lima et al (2014), os quais utilizaram técnicas de docagem molecular para
comprovar que os anadlogos do acido kojico S-01, S-02, S-03 e S-04 possuem afinidade (em
ordem decrescente de afinidade: S-04 > S-02 > S-03 > S-01) por ions cobre, sendo que S-02 e
S-04 sdo capazes de interagir com o sitio catalitico da enzima tirosinase, a qual possui ions
Cu®" em sua estrutura.

A literatura relata que um aumento da cadeia lateral do acido kdjico com aneis
aromaticos pode vir a contribuir com um aumento da afinidade desta substancia por ions
como Cu®*, o que pode ser evidenciado por técnicas computacionais de docagem molecular
(NOH et al, 2009). Esta possibilidade foi positiva para as substancias S-06, S-07 e S-08, as

quais apresentam similaridade com o &cido kojico que contém um nucleo pirona, enquanto 0s
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derivados de diidropirano[3,2-b]Jcromenodionas, apresentam um nucleo pirano substituido
com anéis aromaticos em seu esqueleto carbonico, as quais foram capazes de ter boa interacao
com fons Cu®*. No entanto tal comportamento ndo foi observado para S-05, a qual ndo
demonstrou mudanca no pico de absorvancia da droga na presenca dos fons Cu** da solucéo,
sugerindo que esta droga ndo interage com este ion.

Para confirmar os dados tedricos analisados por docagem e dindmica molecular de que
os analogos aqui apresentados possuem atividade anti-tirosinase, buscou-se avaliar a
capacidade de tais andlogos inibir in vitro a enzima tirosinase de cogumelo. Nossa analise
baseou-se na atividade difenolase da tirosinase (utilizando como substrato para a reagdo o L-
DOPA), uma vez que o comportamento cinético para formacao do dopacromo esta de acordo
com a cinética de Michaelis-Menten, enguanto que a atividade monofenolase (por exemplo, a
reacdo da tirosinase com a tirosina) ocorre com uma lenta velocidade de catalise, o que
dificulta uma analise michaeliana (CABANES, CHAZARRA & GARCIA-CARMONA,
2002; OLIVARES, 2003).

Deste modo, observou-se que a cinética da tirosinase com o substrato L-DOPA
apresentou um Km= 0,299 + 0,03 mM e Vmax = 0,029 + 0,00 D.O./min, comprovando assim
a boa funcionalidade do método empregado.

O é&cido kojico € um conhecido inibidor de tirosinase (LIM, 1999; NOHYNEK et al,
2004; HA et al, 2007; SCHURINK et al, 2007; CHANG, 2009; CICHOREK et al, 2013;
SAGHAIE et al, 2013), por isso neste trabalho esta substancia foi empregada como um
inibidor padrdo da enzima, como mostrado na andlise cinética (figura 14 A, B e C). O acido
kéjico exibiu atividade inibitéria com concentragdes relativamente baixas como 0,05 e 0,1
mM, exibindo assim um Ki = 0,005 + 0,00 mM, o qual mostrou ser menor do que o descrito
por Parvez et al (2006) (Ki = 0,014 mM).

A pesar de alguns estudos relatarem que o &cido kojico inibe a atividade difenolase da
tirosinase de maneira mista (PARVEZ et al, 2006; SCHURINK et al, 2007; CHANG, 2009;
SENDOVSKI et al, 2011; SAGHAIE et al, 2013), neste trabalho foi observado que a cinética
de inibicdo comporta-se de maneira competitiva, uma vez que a variagdo de Kmgp, gerou um
declive bastante acentuado da reta (declive = 60,55; r* = 0,95) na figura 14 (C), o que reforca
0 carater competitivo deste inibidor.

A andlise cinética para investigar o potencial de inibicdo dos derivados de 4H-pirona
(S-01, S-02, S-03 e S-04) mostrou que a S-01 exerce inibi¢do do tipo mista, como observado
na figura 15 (A e B), com Ki = 0,999 + 0,15 mM, o que € ressaltado na analise da variacdo do

Kmapp (figura 15 C), que demonstra pequena variagdo do mesmo em fun¢do do aumento da
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concentracdo do inibidor (0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mM), gerando assim uma reta com pequena
inclinagéo (declive 0,18; r* = 0,95), o que é compativel para esse tipo de inibicao.

Lima et al (2014), por meio de técnicas computacionais de docagem molecular
(simulacéo da interacdo enzima-inibidor), elucidaram que S-01 pode interagir com asparagina
260 e metionina 280, mas ndo é capaz de interagir com os cobres do sitio ativo da tirosinase.
Assim, uma hipotese para este tipo de inibicdo seria que a S-01 pode interagir com o sitio
ativo, porém de uma forma diferente dos demais inibidores capazes de interagir diretamente
com o cobre, ou também ha possibilidade de S-01 interagir com um sitio alostérico, causando
a inibicdo do tipo mista, com um fraco poder de inibicdo da catalise, como evidenciado pelo
alto valor de K; observado.

As substancias S-02 (figura 15 D e E) e S-04 (figura 16 B e C) apresentaram atividade
inibidora de tirosinase. Ambas exibiram um comportamento competitivo mesmo em
concentracOes relativamente baixas, como 0,05 mM para S-02 e 0,025mM para S-04,
ratificada pela variagdo de Kmyy, destas substancias (fig. 15 (F) e 16 (D)) com um declive da
reta com valores relativamente elevados (declive de S-02 = 3,26 e declive de S-04 = 5,30),
compativeis com uma inibicdo do tipo competitiva. Tais comportamentos muito se
assemelham ao do &cido kojico, o que segundo os achados computacionais de Lima et al
(2014), ocorre devido, S-02 e S-04 serem capazes de quelar o Cu®* da enzima, assim como o
acido kdjico, aumentando a distancia entre eles, e assim prejudicando a catalise (LIMA et al,
2014).

A pesar desse comportamento, S-02 e S-04 exibiram valores de K; (K; = 0,145 + 0,02
mM e K; = 0,064 + 0,01 mM, respectivamente) mais elevado que o do acido kojico, o que
ocorre possivelmente devido diferentes graus de afinidades destas substancias com a enzima,
0 que é confirmado por Lima et al (2014) quando relata a variacao da energia livre de Gibbs
(AG®) para a interacdo dessas substiancias com o sitio ativo da tirosinase, na seguinte
sucessdo: mais negativo para o &cido kojico em comparacdo ao S-04 e este em relacdo ao S-
02 (AG°Ak < AG%.s < AGP%.p), assim mostrando que o grau de espontaneidade (e
consequentemente afinidade) para a formacdo do complexo enzima-inibidor é maior para o
AK > S-04 > S-02.

A analise da cinética da S-03 ndo apresentou atividade inibidora de tirosinase, embora
a presenca desta substadncia tenha aumentado os valores de Vmax desta cinética nas
concentracOes de 0,8 e 1,6 mM (figura 16 A). Diante desse comportamento buscou-se analisar
se tal substancia poderia estar se comportando como um co-fator, baseado no ensaio de Kubo

et al (2000a), o qual mostrou que a quercetina (sua substancia em estudo) por facilitar a
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oxidag&o da tirosinase, melhora a atividade cinética da tirosina como substrato, e desse modo
age como co-fator. Baseado nessa evidéncia, foi realizado um ensaio de cinética da S-03 com
tirosina como substrato, de acordo com o método proposto por Kubo et al (2000a), porém nao
apresentou diferenca significativa em comparagao a incubagéo na auséncia de S-03, assim ndo
caracterizando esta substancia como um possivel co-fator.

O fato de S-03 ndo se comportar como inibidor na cinética enzimatica esta de acordo
com os achados de Lima et al (2014) que por meio de estudos de docagem molecular
computacional, relataram que tal substancia apresenta pouca influéncia no sitio ativo da
tirosinase, uma vez que a variacdo da energia de Gibbs padrio (AG®) para esta substancia é
menos negativa que as demais (AG°ak < AG’%.qs < AG%2 < AG%.03), confirmando os
achados aqui apresentados.

Na avaliacdo da atividade cinética dos compostos derivados de diidropirano[3,2-
b]Jcromenodionas (substancias S-05, S-06, S-07 e S-08), os analogos S-06 (fig. 17 B e C), S-
07 (fig. 18 A e B) e S-08 (fig. 18 D e E) apresentaram boa atividade inibidora de tirosinase, as
quais exibiram um comportamento competitivo com uma concentracao relativamente baixa de
0,025 mM, ratificada pela variacdo de Kmy,, destas substancias, com declives relativamente
elevados (fig. 17 D, declive de S-06 = 42,19; 18 C, declive de S-07 = 22,12 e 18 F, declive de
S-08 = 19,92), compativeis com uma inibi¢&o do tipo competitiva.

A presenga dos grupamentos 2-(clorometil) e 10-(4-fluorofenil) na molécula S-06, 2-
(hidroximetil) e 10-benzonitrilo na molécula S-07 e 2-(clorometil) e 10-(2-fluorofenil) na
molécula S-08, colaboram com a qualidade de inibicdo apresentada por tais inibidores, uma
vez que essas expansdes na moléculas com elementos eletronegativos podem contribuem para
a ligagdo da molécula a uma cadeia lateral da enzima, proximo ao sitio ativo, 0 que esta de
acordo com a hipotese de NOH et al (2009), o qual afirma que o aumento da cadeia lateral do
acido kdjico, com anéis aromaticos aumenta a afinidade das substancias com a tirosinase. No
entanto, a substancia S-05, a qual apresenta um grupo 2-hidroximetil e um grupo 10-fenil néo
apresentou atividade inibitoria, desse modo o grupamento fenil, por ndo apresentar nenhuma
substituicdo com elemento eletronegativo (o que diminui sua hidrofobicidade) pode estar
contribuido negativamente com o poder de inibicdo desta molécula, possivelmente por sofrer
forcas de repulséo a este grupamento hidrofobico.

Comparando os analogos S-06 e S-08, os quais s6 diferem quanto a posi¢do do fluor
no radical 10-fldorofenil, observou-se que a S-06, a qual apresenta fllor na posicdo para
dirigente exibe um poder de inibicdo mais elevado que a S-08, na qual o flUor esta na posicdo

orto dirigente. Tal como o fluor da S-06, a S-07 apresenta um radical Ciano na posicdo para
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dirigente, a qual também apresentou uma inibicdo mais eficiente que a S-08 que apresenta o
fluor na posicdo orto dirigente, demonstrando assim que grupamentos eletronegativos na
posicdo para dirigente do anel 10-fenil contribuem de maneira mais eficiente para o
acoplamento da molécula no sitio ativo.

Esta alta afinidade das substancias S-06, S-07 e S-08 é reflexo dos baixos valores de
Ki por elas apresentados (K; = 0,004 = 0,00 mM; K; = 0,006 + 0,00 MM e K; = 0,009 + 0,00
mM, respectivamente), 0s quais muito se assemelham ao do &cido kéjico (Ki = 0,005 + 0,00
mM). Logo, comparado aos derivados de 4H-pirona (S-01, S-02 e S-04), os derivados de
diidropirano[3,2-b]Jcromenodionas (substancias S-06, S-07 e S-08) mostraram-se muito mais
potentes, podendo apresentar maior eficiéncia para inibir a tirosinase.

Diante da cinética de inibicdo da tirosinase apresentada pelos andlogos em estudo,
buscou-se neste trabalho analisar o grau de seguranca de tais substancias. Para isso, a analise
do grau de hemolise € um bom modelo para se investigar o grau de seguranca de novos
farmacos devido a sua facil obtencdo por puncdo venosa e isolamento por simples
centrifugacdo, além disso, os eritrocitos representam um bom modelo para avaliar a interacdo
farmaco-membrana, pois fornece informacGes sobre as alteracdes na composicéo lipidica,
alteragOes enzimaticas e de outras proteinas de membrana (OLIVEIRA et al, 2014).

Nesta perspectiva, foi realizado o ensaio de hemolise, pelo tratamento de eritrocitos
com acido kajico (0,2 mM); S-01, S-02, S-03 e S-04 (1,6 mM) e S-05, S-06, S-07 e S-08 (0,4
mM), vale ressaltar que as concentracbes aqui testadas correspondem as concentracdes
méaximas utilizadas no ensaio de cinética, além disso, como os analogos S-05, S-06, S-07 e S-
08 apresentam restricdo de solubilidade, foram entdo previamente solubilizados em DMSO e
testados na concentracdo limitrofe de 0,2 mM, contendo 5% de DMSO.

Neste ensaio o0 acido kdjico e os analogos de S-02 a S-08 ndo apresentaram efeito
hemolitico, apresentando alto grau de seguranca para a membrana dos eritrécitos nas
concentragOes testadas. A Unica substancia que apresentou efeito hemolitico foi a S-01, com
50% de hemolise na concentracdo de 1,6 mM. Porém na concentracdo de 0,8 mM o indice de
hemdlise foi muito baixo (2%), mostrando que esta droga ainda apresenta um bom grau de
seguranca, uma vez que concentracdes de substancias exdgenas no plasma dificilmente
alcancem valores tdo altos como estes aqui analisados.

Uma vez demonstrado o grau de seguranca do acido kojico e seus analogos frente a
integridade da membrana de eritrocitos, buscamos investigar se essas substancias em
concentracOes superiores as testadas no ensaio de inibicdo da tirosinase (250, 500 e 1000 uM)

promoveriam efeito citotoxico em diferentes linhagens de células.
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Como modelo celular derivado de tecido conjuntivo, utilizamos a linhagem de
fibroblastos fetal de pulmao humano (MRCs). Nesta observamos que o tratamento realizado
com acido kojico, S-01 e S-03 ndo apresentaram efeito citotoxico em nenhuma das
concentracOes testadas, exibindo assim um bom grau de seguranca destas substancias nesta
linhagem.

J& as substancias S-02 e S-04 apresentaram uma pequena diminuicdo da viabilidade, a
qual foi de 12%, 14% e 21%, para a S-02 e 24%, 24% e 30% para a S-04 nas concentracdes
de 250, 500 e 1000 puM, respectivamente. Tais efeitos ndo chegaram a comprometer 50% da
viabilidade, logo S-02 e S-04 ainda podem ser consideradas seguras, pois as concentragoes
nas quais foram citotdxicas excedem bastante as concentracdes que apresentaram atividade
inibidora da tirosinase, a qual a menor foi de 25 puM.

Também buscamos avaliar o grau de seguranca para celulas do tecido nervoso,
tratadas com as substancias aqui estudadas, usando como modelo cultura de células de retina
de embrido de galinha (E7C8). O tratamento com &cido kéjico e S-01 ndo apresentaram efeito
citotoxico em nenhuma das concentracdes testadas, exibindo assim um bom grau de
seguranca das mesmas. Ja S-02, S-03 e S-04 mostraram um pequeno efeito citotdxico, sendo
este de 12%, 19% e 21% para a S-02 e S-03, e de 13%, 14% e 13% para S-04 nas
concentragOes de 250, 500 e 1000 puM.

Apesar desta diminuicdo da viabilidade, S-02 e S-04 ainda podem ser consideradas
seguras para células do tecido nervoso, uma vez que as concentracdes testadas neste ensaio
excedem, em muito, as concentracOes testadas no ensaio de cinética, onde estas mostraram
uma boa inibicdo enziméatica a partir da concentragdo de 25 pM. Enquanto a S-03 ndo
mostrou ser inibidor enzimatico da tirosinase, mesmo em alta concentragdo (1,6mM).

Uma vez que muitos melanomas hiperexpressam a tirosinase e consequentemente
apresentam uma alta producdo de melanina, foi nosso intuito investigar neste trabalho a
citotoxicidade do acido kojico e seus analogos em linhagem de melanoma B16F10, que além
de ser uma célula cancerigena, apresentando alta taxa de replicacdo, € um dos modelos de
célula produtora de melanina mais utilizado na literatura para testes in vitro na busca de
alternativas para clareadores de pele (MATSUDA et al, 2009; JEONG et al, 2012; HAN et al,
2014).

Nesta linhagem o tratamento com &cido kojico ndo apresentou efeito citotoxico na
concentracdo de 250 UM, porém exibiu uma diminuicdo da viabilidade de 15% e 17% nas
concentracfes de 500 e 1000 uM, respectivamente. Tal comportamento diferiu do observado

na linhagem MRCs e cultura de retina E7C8, nas quais o &cido kojico ndo apresentou
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citotoxicidade. Essa diferenca possivelmente deve-se a B16F10 possuir alta taxa de
proliferacdo e assim, um pequeno efeito citostatico no tratamento ja é capaz de apresentar
uma diminuicdo consideravel da viabilidade avaliada pelo método do MTT, quando
comparado ao grupo controle.

O tratamento com S-01 na B16F10 ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentrag0es testadas, exibindo alto grau de seguranga, semelhante ao observado nas demais
linhagens aqui testadas (MRCs e cultura de retina E7C8). Ja o tratamento da B16F10 com S-
02, semelhante ao acido kdjico, ndo apresentou efeito citotoxico na concentracdo de 250 puM,
mas exibiu uma diminuicdo da viabilidade de 43% e 51% nas concentra¢des de 500 e 1000
UM, mostrando ser bastante toxica nestas concentracdes, efeito bem mais pronunciado que o
apresentado pelo acido kojico.

O tratamento com S-03 ndo promoveu efeito citotoxico na linhagem B16F10 nas
concentracdes de 250 e 500 M, apresentando apenas uma pequena diminuic¢ao da viabilidade
(12%) na concentracdo de 1000 pM, exibindo assim um grau de seguranca nesta linhagem,
semelhante ao observado para a linhagem MRCs e para a cultura de retina E7C8.

A substancia S-04 apesar do excelente efeito como inibidor da tirosinase, causando
inibicdo com apenas 25 puM, apresentou efeito citotoxico em todas as culturas testadas neste
trabalho, sendo mais intenso na linhagem B16F10. Esse efeito citotoxico sé ndo foi maior que
0 apresentado por S-02 na maior concentracdo testada (ICspse = 1000 uM). No entanto,
devemos considerar que o efeito citotoxico aqui observado é decorrente de concentracdes
superiores aquelas capazes de promover inibi¢cdo da tirosinase, portanto esse efeito nédo
inviabiliza o uso dessas substancias com finalidade terapéutica, visto que a alta poténcia como
inibidor pode possibilitar o uso em concentragdes menores.

Assim, as moléculas analogas do &cido koéjico S-02, S-04, S-06, S-07 e S-08,
estudadas neste trabalho, apresentaram atividade como potentes inibidores de tirosinase,
podendo ser candidatos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos no tratamento de
desordens de pigmentacdo e prevencdo do escurecimento enzimatico em alimentos

industrializados, agregando assim valor estético, terapéutico e comercial.
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6. CONCLUSOES

» Das substancias testadas, apenas a S-05 ndo apresentou alteracdo no pico de
absorvancia quando em solugcdo com sulfato de cobre Il. A substancia S-08 apresentou
deslocamento hipsocrémico e as demais deslocamento batocromico com a solucao de
sulfato de cobre Il;

» Apenas a substancias S-01 apresentou comportamento cinético como inibidor misto.
As substancias S-02, S-04, S-06, S-07, S-08 e acido kdjico apresentaram inibicdo do
tipo competitiva, enquanto as substancias S-03 e S-05 ndo apresentaram atividade
como inibidor de tirosinase, nas concentragoes testadas;

» As substancias S-06, S-07 e S-08 foram as que exibiram melhor atividade inibidora,
com valores de Ki proximos ao do acido kdjico;

> Dos analogos testados apenas a S-01 apresentou atividade hemolitica consideravel na
maior concentracdo testada, mostrando assim, bom grau de seguranca para todas as
moléculas neste ensaio;

» O tratamento com o acido kojico e os analogos S-01, S-02, S-03 e S-04 apresentaram
baixo grau de citotoxicidade em culturas de fibroblastos MRCs e em células de retina
de embrido de galinha, porém S-02 e S-04 apresentaram diminui¢do da viabilidade em
culturas de melanoma B16F10;

» Assim, os analogos do acido kojico S-02, S-04, S-06, S-07 e S-08, mostraram ser
potenciais candidatos para pesquisas terapéuticas no tratamento de desordens de

pigmentacdo que envolvam a hiperatividade da tirosinase.
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