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RESUMO

A hiperpigmentacédo da pele, que resulta da desregulagdo da actividade da
tirosinase, enzima-chave da melanogénese, causa problemas estéticos e um
impacto psicoldgico importante no individuo (Koo0,2012; Yen, 2012).

A compreensdo da regulacdo da melanogénese, em particular da actividade
da tirosinase, é de grande interesse para industria farmacéutica e cosmética. Desta
forma, a pesquisa por novos inibidores da tirosinase, de origem natural e/ou
sintética, que se revelem eficazes no tratamento da hiperpigmentacdo é de
extrema relevancia.

O objectivo deste trabalho visa sucintamente abordar as novas técnicas
laboratoriais de separacdo de produtos naturais bioactivos, nomeadamente as
técnicas hifenadas e de biocromatografia, potentes ferramentas analiticas na
triagem e na identificacdo estrutural dos constituintes de matrizes de origem
natural que possam vir a ser futuramente comercializados como inibidores de

tirosinases.

Palavras-Chave: Tirosinase; Inibidores; Melasma; Hiperpigmentagéo.
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ABSTRACT

The hiperpigmentation of the skin results from the deregulation of the
activity of tyrosinase, the key enzyme of the melanogenesis, causes aesthetic
problems and a significant psychological impact on the individual (Koo0,2012;
Yen,et al., 2012).

The understanding the regulation of melanogénese, particulary of the
tyrosinase activity, is of great interest to the pharmaceutical and cosmetic
industry. Thus, the research for new tyrosinase inhibitors, from natural and/or
synthetic origin, which prove to be effective in the treatment of
hyperpigmentation is extremely relevant.

The objective of this study aims to briefly address the new laboratory
techniques of separation of bioactive natural products, including hyphenated
techniques and the biochromatography, powerful analytical tools in the screening
and structural identification of the natural products that may be in future prove to

be commercialized as tyrosine inhibitors.

Keywords: Tyrosinase; Inhibitors; Melasma; Hiperpigmentation.
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ABREVIATURAS, SIGLAS, ACRONIMOS E SIMBOLOS

DOPA Dihidroxifenilalanina

ICso Metade da concentragdo inibitoria maxima

Kwm Constante de Michaelis-Menten

OoMS Organizacdo Mundial da Sadde

V max Velocidade maxima da reaccdo enzimatica

Y2 Vmax Metade da Velocidade maxima da reaccdo enzimatica
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1. INTRODUCAO

As plantas, os animais, bem como 0S microrganismos representam uma
fonte de produtos naturais. O reino Plantae, que representa um dos maiores grupos
de seres vivos na Terra, oferece, em particular, uma variedade de espécies que
ainda sdo utilizados como remédios para a cura de inumeras doencas em diversas
partes do mundo, tais como a Asia, Africa e América do Sul.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os medicamentos
tradicionais representam para o sistema de cuidados priméarios de saude cerca de
60% da populacdo mundial, sendo as plantas, com atividade bioldgica, as que
permanecem largamente inexplorados. Assim, a biodiversidade representa uma
fonte ilimitada de novas entidades quimicas com grande potencialidade para se
tornarem possiveis farmacos. Estas entidades quimicas sdo habitualmente
metabdlitos secundarios, sintetizados por plantas como defesa contra herbivoros ou

atractores de agentes polinizadores, podendo ser agrupadas em trés grandes

familias: alcaldides, terpendides e compostos fenolicos (Brusottia et al., 2014).

A fitoquimica, baseada na etnofarmacologia, é considerada uma abordagem
eficaz na descoberta de novas entidades quimicas como potenciais farmacos.
Tradicionalmente, as plantas, 0s extractos vegetais e as decoc¢des sdo usados no
tratamento de varias enfermidades, representando, desta forma, uma fonte de

entidades quimicas, contudo ndo exitem muitas informacbes disponiveis sobre a

sua natureza (Brusottia et al., 2014).

O principal objectivo deste trabalho visa retratar sucintamente algumas das
novas técnicas laboratoriais de separacdo de produtos naturais bioactivos,
nomeadamente os inibidores das tirosinases. Como tal, far-se-4& uma reviséo
bibliografica sobre as melhores metodologias, que incluem a combinacdo de

ferramentas de extraccdo, preparacdo de amostras e de técnicas de analise

(Brusottia et al., 2014), para o isolamento e caracterizacdo de metabolitos

secundarios bioactivos que podem vir a tornar-se potenciais farmacos inibidores de

tirosinases.

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde 8



Ana Alexandra Santos Lopes — Inibidores de tirosinase e novas técnicas laboratoriais de
separacdo de produtos bioactivos

O trabalho sera desenvolvido tendo em conta as diferentes etapas
envolvidas na abordagem etnofarmacol6gico tais como a extrac¢do, a preparacdo
da amostra e rastreio biolégico. Serdo discutidas técnicas analiticas utilizadas no
isolamento e identificacdo de compostos responsaveis pela inibicdo da atividade

enzimatica de tirosinases, tais como a separacao, as espectroscopicas e as técnicas

combinadas ou hifenadas (Brusottia et al., 2014).

Assim, o presente trabalho visa fazer uma revisdo bibliografia sobre a
tematica da inibi¢do da tirosinase, procura identificar os pontos-chave deste tema e
0s problemas existentes, em particular aquele ou aqueles para cuja resposta este
trabalho pretende contribuir. Com base na literatura cientifica consultada nas areas
de estudo far-se-a4 o ponto da situacdo dos temas abordados no presente trabalho. O
primeiro capitulo, sob o titulo “Enzimas”, pretende fazer uma abordagem geral do
tema em estudo, definindo estrutural e funcionalmente as enzimas e a respectiva
cinética de actuacdo. O sub-capitulo seguinte, intitulado “Tirosinase”, pretende
caracterizar a enzima em estudo neste trabalho do ponto de vista de estrutura, das
funcGes que desempenha e das aplica¢cdes ja conhecidas da sua actividade. “O
potencial efeito negativo da actividade da tirosinase” é abordado no sub-capitulo
subsequente, onde as desordens pigmentares, em particular a hiperpigmentacao,
sob a forma de melasmas, é identificada como o principal consequéncia da
desregulacdo da actividade da tirosinase durante a melanogénese. O capitulo
seguinte e respectivo sub-capitulo subordinados aos temas “Inibi¢do da
Tirosinase” e “Inibidores da Tirosinase”, respectivamente, abordam a tematica da
inibicdo da tirosinase, os tipos de inibicdo que a enzima sofre e 0s seus principais
inibidores conhecidos. Os novos métodos de rastreio, com recurso a técnicas
hifenadas e de biocromatografia usadas na identificacdo de potenciais inibidores
da tirosinase sdo abordados no capitulo “Novas técnicas laboratoriais de separacao
de Inibidores da Tirosinase”, por ultimo, trata-se da “Comercializagdo dos
Inibidores da Tirosinase”, pretendendo identificar o que existe no mercado, os

principais obstaculos e dificuldades
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1.1. Enzimas

As enzimas sdo proteinas que regulam reacc¢fes quimicas que ocorrem nos
organismos vivos. Actuam como catalisadores, ou seja, substancias que aumentam
a velocidade das reacfes quimicas, por reducdo da energia de activacao necessaria
para que a reaccao ocorra (Jaeger & Eggert 2004; Stryer, 1995). Na esséncia, as
enzimas catalisam reacc¢des por estabilizacdo dos estados de transicdo, as espécies
de maior energia no processo reactivo (Stryer, 1995). As caracteristicas
fundamentais do desempenho enziméatico sdao o0s elevados niveis de
estereoespecificidade, regioselectividade e quimioselectividade que conferem as
reaccdes que catalisam (Jaeger & Eggert, 2004; Stryer, 1995). Por isso, as enzimas
sdo utilizadas em muitas aplicacfes industriais, nomeadamente na industria
farmacéutica, na industria alimentar, entre outras (Khan & Alzohairy, 2010).

A nivel estrutural quase todas as enzimas sdo proteinas globulares de
estrutura terciaria ou quaternaria. A nivel molecular, a enzima estabelece a ligacdo
com o substracto para formar um complexo enzima-substracto (Stryer, 1995).

As reaccdes enzimdticas ocorrem enquanto o substrato esta ligado a
enzima, dando-se a conversdo do substracto no novo produto, que é entdo libertado
e a enzima fica, na maior parte dos casos, de novo livre para uma nova reaccéo,
esquematicamente demonstrado pelo esquema de Briggs-Haldane (Carvalho et al.,
2010; Stryer, 1995). Como catalisadores que sdo, as enzimas ndo sdo
habitualmente destruidas e nao alteram o equilibrio quimico da reaccdo que
catalisam (Stryer, 1995).

%, i,

Az

Figura 1: Esquema reaccional da formacdo de um produto (P), através da reaccdo enzimatica

que ocorre entre determinada enzima (E) e o seu substracto (S) (Stryer, 1995).

As ligacOes enzima-substracto s&o altamentes especificas, devido ao
arranjo dos atomos no sitio de ligacdo ao substracto, designado por centro activo,
0 que lhe confere uma forma exclusiva. Por este motivo, o complexo enzima-

substracto formado assumiu durante muito tempo a designacdo de modelo chave-
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fechadura, pois o0 centro activo da enzima e respectivo substracto sdo
complementares em termos de forma, mas também o sdo no que se refere a carga e
caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas (Jaeger & Eggert 2004; Stryer, 1995).

No entanto, em meados do século passado foi sugerida uma modificacdo ao
modelo de chave-fechadura. Esta alteracdo ao modelo postulado inicialmente teve
por base o facto do centro activo da enzima alterar a sua forma de maneira
continuada através de interac¢gdes com o substrato, enquanto esse mesmo substrato
vai interagindo com a enzima. Ou seja, as cadeias laterais dos aminoacidos que
formam o centro activo sofrem a reorientacdo necessaria para existir
complementaridade com o substracto, situacdo que se verifica apenas apds a
ligacdo do substracto a enzima. Este processo de reconhecimento dindmico do
substracto, que é acompanhado por ajustes conformacionais no centro activo foi
designado por modelo de encaixe-induzido (Stryer, 1995; Koshland, 1958).

O modelo de Michaelis-Menten representa a cinética de algumas enzimas.
Neste modelo, a velocidade de conversdo do substracto em produto € funcdo da
concentracdo de substracto (Figura 2). A velocidade da reac¢do aumenta
rapidamente até metade da enzima existente ficar ligada ao substracto (¥2Vmax) € a
partir deste ponto, a velocidade da reacc¢do tenderd para a estabilizacdo, mesmo
quando a concentracdo do substrato é aumentada. Quando a velocidade de reacc¢do
atinge um patamar, a velocidade maxima (Vmax) da reaccdo ¢é atingida. A
concentracdo de substracto que corresponde a metade da velocidade maxima
assume a designacdo de constante de Michaelis-Menten (Ky). Quando esta
concentragdo e atingida, metade das moléculas de enzima em solucdo estdo ligadas
ao substracto. Estes sdo os parametros bioquimicos utilizados para caracterizacao

cinétca e da afinidade da enzima para determinado substracto (Stryer, 1995).
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]

Figura 2: Modelo de Michaelis-Menten - Curva de saturacdo numa reaccdo enzimatica,

mostrando a relacdo entre a concentracdo de substracto ([S]) e a velocidade da reacc¢do (V)

(Stryer, 1995).

A linearizacdo do modelo de Michaelis-Menten, com recurso a equacao de
duplo reciproco de Lineweaver-Burk, permite também a obtencdo dos pardmetros
cinéticos devolvidos pelo primeiro modelo mencionado. No entanto, esta é uma
aproximagdo matematicamente menos rigorosa do que o ajuste ndo linear pelo
método dos minimos quadrados na determinacdo dos pardmetros caracterizadores
da cinética enzimatica. O grafico de 1/V versus 1/[S] assim obtido, designado por

Grafico de Lineweaver-Burk, apresenta um declive de Ku/Vmax € um coeficiente

linear de 1/Vmax.( Figura 3) (Carvalho et al., 2010; Stryer, 1995).

1 A
A% -
’/
1 N . Kr
-~ //. Vmax
Km -
\ //"3:\ 1
'/// Vma > 1
o 0 [S]
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Figura 3: Grafico de Lineweaver-Burk—-Linearizacdo do modelo de Michaelis-Menten (Stryer,
1995).

Cada enzima possui temperatura e pH Optimos para desempenhar as suas
funcBes. A variacdo desses factores pode causar a desnaturacdo da proteina, com
perda reversivel ou irreversivel da funcdo. A alteracdo do pH faz variar as ligagdes
entre enzima e substrato, podendo ou ndo aumentar a velocidade da reaccdo. A
variacdo da temperatura pode fazer aumentar a energia cinética das moléculas,
aumentando também a velocidade da reac¢do, no entanto também pode desnaturar
ou inactivar as enzimas presentes nessa mesma reacgdo (Lehninger, 1985).

A atividade enziméatica pode depender da presenca de determinadas
moléculas, quer sejam i6es metalicos, como o ferro, ou moléculas organicas, como
a vitamina B12, moléculas essas que genericamente sdo designadas por cofactores,
0S quais podem participar ou ndao directamente na reaccdo enzimatica (Stryer,
1995).

A inibicdo da actividade enzimatica é um processo importante, que serve
como mecanismo de controlo dos sistemas bioldgicos, é levada a cabo por
inibidores, substancias que controlam o nivel de actividade enziméatico. A inibicéo
pode ocorrer de duas formas: reversivel e irreversivel, sendo que o0 que as
distingue é a facilidade de dissociacdo do complexo Enzima-Inibidor formado. Na
forma reversivel de inibicdo verifica-se a rapida dissociacdo do complexo enzima-
inibidor, em contraste com o que se verifica na inibicdo irreversivel, onde a
dissociacdo do mesmo complexo ocorre de forma muito lenta (Stryer, 1995).

Na inibicdo competitiva, uma forma de inibicdo reversivel, o inibidor e o
substrato tém estruturas semelhantes pelo que competem pela ligacdo a enzima,
que ndo ocorre em simultdneo. Assim, a velocidade maxima da reac¢do nédo €
alterada, mas sdo requeridos niveis de concentracdo do substrato superiores para se

atinjir a mesma velocidade e consequente aumento o Ky (Stryer, 1995).
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+ Competitive:

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

/v

i

o 1/[S]

Figura 4: Inibicdo competitiva ilustrada pelo grafico de Lineweaver-Burk (Stryer, 1995).

Na inibicdo acompetitiva, o inibidor ndo se pode ligar a enzima no estado
livre, mas somente ao complexo Enzima-Substracto. O complexo Enzima-Inibidor-
Substracto assim formado, é enzimaticamente inactivo. Este tipo de inibicdo é
raro, mas pode ocorrer em enzima multiméricas (Stryer, 1995).

Os inibidores ndo-competitivos, fazem uma inibicdo de tipo reversivel,
podem ligar-se a enzima ao mesmo tempo que o substrato, ou seja, nunca se ligam
ao sitio activo. Neste tipo de inibicdo o Ky néo sofre alteracdo, mas 0 Vmax SUrge
alterado, uma vez que o aumento da concentracdo do substracto ndo induz a
dissociagdo dos complexos Enzima-Inibidor ou Enzima-Inibidor-Substracto,
consequéncia do facto da ligacdo do inibidor ndo acontecer no sitio activo da

enzima (em contraste com o que acontece na inibicdo competitiva) (Stryer, 1995).

+ Noncompetitive

/ inhibitor

M, No inhibitor
present

/v

o 1/(s])

Figura 5: Inibicdo ndo-competitiva ilustrada pelo grafico de Lineweaver-Burk (Stryer, 1995).
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A inibicdo mista assemelha-se a inibicdo ndo-competitiva. Neste caso, 0
complexo Enzima-Inibidor-Substracto possui actividade enzimatica residual. Este
tipo de inibidor afecta tanto a ligacdo do substracto, como a capacidade de
formacdo de produto. As enzimas sujeitas a este tipo de inibicdo sdo designadas
por enzimas alostéricas e sdo na maioria dos casos multiméricas. Seguem uma
cinética distinta da explicada pelo modelo de Michaelis-Menten, uma vez que a
relacdo entre a velocidade e a concentracdo de substracto apresenta uma forma
sigmoide, em vez da forma hiperbdlica. (Stryer, 1995).

Quanto aos inibidores irreversiveis, estes formam ligacdes covalentes com

0 centro activo da enzima, inactivando-a por longo periodo (Stryer, 1995).

1.1.1. Tirosinases

A tirosinase (EC 1.14.18.41) ¢é conhecida como a “enzima-chave” da
biossintese da melanina, pigmento que confere a cor ao cabelo, a pele e aos olhos e
que exerce uma funcdo fundamental na proteccdo da pele contra os raios UV (Zaidi
et al., 2014%; Park & Sung, 2011).

Alteracdes no nivel de actividade da tirosinase conduzem a desordens
pigmentares que sdo a terceira doenca dermatolégica mais comum (Sarkar, Arora
& Garg, 2013). A despigmentacdo da pele e do cabelo é uma destas desordens e
caracteriza-se por uma reducdo da producdo de melanina, enquanto a
hiperpigmentacdo da pele resulta da producdo excessiva de melanina (Zaidi et al.,
2014%).

A hiperpigmentacdo da pele, na forma de melasmas (estado crénico,
caracterizada por manchas irregulares e acastanhadas, que geralmente ocorrem de
forma simétrica na testa, bochechas e nariz), sardas e/ou as designadas “manchas
da i1dade”, resulta do aumento da actividade tirosinase, que se verifica em
pacientes com diagndstico de melanoma (cancro de pele) e também em individuos
saudaveis, em funcdo do grupo etario e também relacionadas com a exposi¢cdo
excessiva aos raios UV (Abdallah, 2014; Lee, 2014; Jennifer et al., 2012; Yen et
al., 2012; Rossi & Renez, 2011).
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Evidéncias epidemioldgicas comprovam que os principais factores de
predisposicdo ao surgimento de melasmas sdo a exposi¢cdo aos raios UV, que
assume o papel principal na inducdo e reincidéncia desta patologia, mas também a
gravidez, os contraceptivos orais, a historia familiar e os tipos de pele mais
escuros (Abdallah, 2014; Lee, 2014). Nos Estados Unidos, os melasmas afetam
aproximadamente cinco a seis milhdes de individuos, com uma incidéncia estimada
de 5 a 10% no género feminino. E mais comum entre os hispéanicos, asiaticos,
populacbes afro-americanas e do Médio Oriente e tende a persistir por mais tempo
em pacientes com fotdtipos mais escuros de pele. Os resultados de um estudo
publicado revelaram que o melasma constitui cerca de 8% dos diagndsticos feitos
em pacientes de origem latina em clinica privada (Rossi & Renez, 2011)

Dada a importdncia estética e psicoldgica da formacdo dos melasmas na
qualidade de vida dos afetados, torna-se fundamental o controlo do seu
aparecimento e/ou tratamento (Abdallah, 2014; Jennifer et al., 2012; Yen et al.,
2012). Contudo, devido a patogénese complexa do melasma e a extrema
sensibilidade desenvolvida pelos melanocitos destes doentes, o tratamento desta
desordem pigmentar ainda é um desafio e as reincidéncias e a hiperpigmenatcao
pés-inflamatéria constituem o seu ponto de vulnerabilidade (Abdallah, 2014; Lee,

3

2014). A maxima de que “uma vez melasma, para sempre melasma” ainda hoje ¢
aplicada aos portadores desta alteracdo pigmentar. Por isso, a descoberta de novos
inibidores da tirosinase, com capacidade de regular a melanogénese assume
especial interesse (Abdallah, 2014).

Dado o papel que a tirosinase desempenha um papel fundamental no
processo de melanogénese é de todo o interesse a descricdo das suas
caracteristicas.A tirosinase é wuma enzima multifuncional, que se encontra
amplamente distribuida na Natureza. As tirosinases melhor caracterizadas até a
data sdo as oriundas da estirpe Streptomyces glaucescens e dos fungos Neurospora
crassa e Agaricus bisporus, sendo que a enzima extraida deste dltimo fungo é a
que mais se assemelha a dos mamiferos (Zaidi et al., 2014%).

A tirosinase diverge em termos das suas propriedades estruturais, da sua
distribuicdo nos tecidos e da sua localizagdo celular. Nos mamiferos, a tirosinase

encontra-se no citosol dos melanécitos e células do melanoma. Esta enzima
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frequentemente difere relativamente a sua estrutura primaria, ao seu tamanho, ao
seu modelo de glicosilagcdo e as suas caracteristicas de activagdo. Contudo, todas
as tirosinases tém em comum um centro cuprico, com estado de oxidacdo IlI,
composto por dois atomos de cobre, cada um coordenado com trés residuos de
histidina e de natureza hidrofobica. Os atomos de cobre presentes no seu centro
activo ligam-se ao oxigénio atmosférico e catalisam duas diferentes reacces
enzimaticas (1) orto-hidroxilacdo de monofendis aos correspondentes orto-difendis
e a respectiva (I1) oxidacdo destes as correspondentes o-quinonas (Zaidi et al.,
2014%; Chen et al., 2014; Chang et al.,2013; Zhang & Zhou, 2013; Park & Sung,
2011).

Figura 6: Exemplo de estrutura do centro ativo de uma tirosinase (Zaidi et al., 2014%).

As actividades de monofenol-hidroxilase e de difenol-oxidase reveladas
pela tirosinase sdo de reconhecido interesse a nivel industrial, nomeadamente
ambiental, onde é usada na desintoxicacdo de dguas residuais e solos contaminados
com fenol e ainda como biossensor para a detecgdo e monitorizagdo de compostos
fendlicos (Zaidi et al., 2014%). Também na indlstria farmacéutica assume
particular interesse por causa da sintese de o-difendis, como a
dihidroxifenilalanina (DOPA) e a dopamina, indicados para o tratamento da
Doenca da Parkinson. Por outro lado, estudos tém sido levados a cabo com o
intuito de testar a possibilidade da tirosinase se constituir como biomarcador do

melanoma. Ja na industria cosmética, a procura de agentes correctores e
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clareadores/branqueadores da pele conduziram a estudos sobre a inibicdo da
tirosinase, em que a enzima extraida do fungo Agaricus bisporus serve de modelo.
Na indastria alimentar, a tirosinase assume-se como importante enzima catalitica
(Zaidi et al., 2014%).

Dadas as caracteristicas da sua actividade, nos vertebrados e fungos a
tirosinase estd envolvida na biossintese da melanina (pigmento castanho,
responsavel por dar cor a pele e ao cabelo nos mamiferos e por promover a
proteccdo contra a radiacdo), num processo designado por melanogénese (Zaidi et
al., 2014%; Chang et al., 2013).

No processo de sintese da melanina (Figura 7), a tirosinase catalisa a orto-
hidroxilacdo do substracto, a tirosina (que se trata de um monofenol), a 3,4-
hidrofenilalanina ou L-DOPA (que se trata de um orto-difenol) e numa fase
posterior catalisa ainda a oxidacdo da L-DOPA a dopaquinona (que se trata de uma
orto-quinona), que sofre depois uma serie de reaccdes enzimaticas e outras néo-
enzimaticas que culminam com a formacdo da melanina (Zaidi et al., 2014%; Chen
et al., 2014; Chang et al.,2013; Zhang & Zhou, 2013; Park & Sung, 2011).
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Figura 7: Processo de biossintese da melanina nos melanossomas (Zaidi et al., 2014%).

1.1.2. Potencial impacto negativo na actividade de tirosinases

A tirosinase foi primeiro caracterizada em mamiferos pelo seu papel no
desenvolvimento de melanomas e como responsavel por problemas de pigmentacéo
da pele (Zaidi, Ali & Ali, 2014").

Efectivamente, a producdo de excessiva de melanina catalisada pela
tirosinase conduz a situacdes de hiperpigmentacdo da pele, sob a forma de

melasmas, sardas, as denominadas “manchas da idade” e de melanomas malignos.
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Alguns estudos revelaram que a actividade da tirosinase nos melanomas malignos,
quando comparada com a de melandcitos saudaveis € muito superior (Abdallah,
2014; Zaidi et al., 2014%; Chang et al., 2013, Zhang & Zhou, 2013; Jennifer et al.,
2012; Yen et al., 2012; Chang, 2009; Jawaid et al., 2009). Enquanto outros estudos
epidemioldgicos mostram que diferencas na susceptibilidade ao melasma séo
identificadas entre racas, nomeadamente entre os caucasianos e os individuos de
raca negra, devido ao ambiente acidico, que inactiva a tirosinase, e que se encontra
nos melanossomas dos melandcitos dos caucasianos, 0 que resulta na supressao da
producdo da melanina nesta raca (Lee, 2014).

O potencial impacto negativo da sobre-actividade da tirosinase é tanto
maior quanto maior for a gravidade da consequéncia. Mas, no minimo havera
sempre um efeito negativo a nivel estético, porque é geralmente a face que ¢
afectada, e até mesmo psicolégico, social e econdmico na vida do individuo, com
consequente perda da qualidade de vida nos casos de maior gravidade (Abdallah,
2014; Lee, 2014; Jennifer et al., 2012; Yen et al., 2012). A descoberta e
desenvolvimento de novos, seguros e efectivos inibidores da actividade da

tirosinase ganha assim particular relevancia.

1.2. Inibig¢do enzimética

A inibicdo de enzimas pode envolver ligacdes reversiveis ou irreversiveis.,
A ligacdo reversivel do inibidor a enzima pode ocorrer por ligacdo electrostatica
ou por interaccdao de van der Waals. Dependendo do sitio de ligacdo do inibidor a
enzima e da presenca ou auséncia do substracto, os mecanismos de inibicao

enzimaticos podem ser divididos em quatro tipos (Chang, 2009):

a) Inibicdo competitiva,;
b) Inibicdo ndo-competitiva;
c) Inibicdo mista (inibicdo competitiva e ndo-competitiva);

d) Inibicdo anti-competitiva.

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde 20



Ana Alexandra Santos Lopes — Inibidores de tirosinase e novas técnicas laboratoriais de
separacdo de produtos bioactivos

Na inibicdo competitiva ocorre competicdo do inibidor e do substracto pelo
centro activo da enzima. Em contraste, na inibi¢cdo anti-competitiva é condic¢do
essencial para ligacdo do inibidor ao centro alostérico que haja a formacdo prévia
do complexo enzima-substracto. Na inibicdo do tipo misto, pode ocorrer ligacdo do
inibidor a enzima livre, como em complexo com o substracto, tendo, no entanto,
constantes de equilibrio diferentes. A inibicdo ndo-competitiva é um caso
particular da inibicdo mista, uma vez que a constante de equilibrio é a mesma para
a ligacdao do inibidor a enzima livre ou a enzima conjugada com o0 substracto
(Chang, 2009) (Figura 8).
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Figura 8: Mecanismo de accdo de Inibicdo reversivel (Chang, 2009).

1.2.1. Inibidores de tirosinases

Um elevado numero de inibidores da tirosinase, quer de origem natural,
quer de origem sintética tem sido identificados (Chang et al., 2013; Chang 2012;
Chang, 2009). No entanto, a defini¢do de “Inibidor da tirosinase” nem sempre ¢
especifica, porque alguns autores usam a mesma terminologia para se referirem a
inibidores da melanogénese, sem que haja interaccdo directa tirosinase-inibidor.
Os “verdadeiros” inibidores da tirosinase, ou seja, os que se ligam a enzima e
inibem a sua actividade dividem-se em duas classes (Chang, 2009):

a) Inactivadores especificos da tirosinase;
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b) Inibidores especificos da tirosinase.

Os inactivadores especificos da tirosinase, também conhecidos por
“substractos suicidas”, sdo catalisados pela tirosinase e formam uma ligacéo
covalente com esta, inactivando-a irreversivelmente durante a reaccédo catalitica. A
actividade da tirosinase € assim inibida através da catalisacdo de uma reaccao
designada por “reac¢do suicida” (Chang, 2009). Sustractos o-difendlicos da
tirosinase, como sejam a L-DOPA, e o catecol foram ja identificados como
“substractos suicidas”, quando processados pela actividade como cresolase, em

vez o serem pela via de catecolase (Figura 9) (Chang, 2009).
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Figura 9: Mecanismo de “inactivacdo suicida” da tirosinase por oxidacdo de um substracto o-

difendlico (Chang, 2009).
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Os inibidores especificos da tirosinase sdo compostos que se ligam
reversivelmente a enzima e que reduzem a sua capacidade catalitica (Chang, 2009).

Independentemente do tipo, a capacidade de determinado inibidor é
avaliada pela concentracdo de inibidor necessaria para reduzir para metade a
actividade da enzima (ICsp), em particular da tirosinase. Contudo, os valores de
ICs0 encontrados na literatura sdo muito variados e incomparaveis devido as
condi¢cfes experimentais subjacentes a cada experiéncia, nomeadamente a
concentracdo de substracto, o lote comercial e pureza da tirosinase, o tempo de
incubacdo e o pH (Zhang & Zhou, 2013; Chang, 2009).

1.2.1.1. Acido kéjico

O é&cido kdjico (Figura 10) é o inibidor da tirosinase mais extensivamente
estudado, por isso é diversas vezes usado como controlo positivo de experiéncias
que procuram novos inibidoras para a tirosinase. Este composto é um produto
metabdlico secundario produzido pelas espécies fangicas Aspergillus e
Penicillium. Dada a capacidade inibitoria de tirosinases que possui tem sido
amplamente usado na industria da cosmética, como agente branqueador e corrector
de manchas ou sardas e na inddstria alimentar, como aditivo para prevenir o
processo de oxidacdo de alimentos (Chang et al.,2013; Park & Sung, 2011; Chang,
2009).

OH
O

kojic acid

Figura 10: Estrutura quimica do acido kéjico (Souza et al., 2012).
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A capacidade que o acido kéjico revela como quelante dos atomos de cobre
do centro activo de tirosinases explica a inibicdo competitiva demonstrada em
varios estudos (Chang et al., 2013; Chang, 2009), reduzindo a actividade como
monofenolase da tirosinase. Este composto apresenta ainda uma capacidade

inibitéria do tipo misto sobre a actividade como difenolases (Chang, 2009).

1.2.1.2. Hidroquinona

A hidroquinona (Figura 11), é do ponto de vista quimico um composto
derivado do fenol, designado por 1,4-dihidroxibenzeno ou B-D-glucopiranosido
(Draelos et al.,2010). A hidroquinona, conhecido agente despigmentante, inibe a
oxidacdo da tirosina por se ligar covelentemente as histidinas ou por interagir com
o atomo de cobre do centro activo de tirosinases num processo de inibicdo
competitiva, impedindo a formacdo de melanina. Esta substdncia também é
conhecida pela capacidade de inibir a sintese dos acidos nucleicos e desta forma
interferir com a formacdo de eventuais melanossomas (Monteiro et al., 2013;
Chowdhury et al., 2012; Draelos et al., 2010). Dadas as suas caracteristicas, a
hidroquinona €é utilizada ha décadas no tratamento de desordens hiperpigmentares,
em especial no tratamento do melasma (Monteiro et al., 2013; Chowdhury et al.,
2012; Draelos et al., 2010).

OH

OH

Figura 11: Estrutura quimica da hidroquinona (Cho., 2008).
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1.2.1.3. Arbutina

A arbutina (4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosido) (Figura 12) ¢ um derivado
da hidroquinona que ocorre naturalmente, em especial nas seguintes familias de
plantas: Lamiaceae, Ericaceae, Saxifragaceae e Rosaceae (Thongchai,
Liawruangrath & Liawruangrath, 2007).

Ao inibir competitivamente a tirosinase através da interacdo com o atomo
de cobre do centro activo da enzima, a arbutina é capaz de suprimir a biossintese
de melanina, sendo por isso usado como agente branqueador/clareador da pele em
cosmética e no tratamento de situacdes de hiperpigmentacdo, como sejam o
melasma e as sardas, entre outras. Contudo a utilizacdo de formulacGes contendo
este composto deve ser estritamente controlado, uma vez que da literatura se
conhecem estudos em animais que revelaram efeitos toxicos a nivel hepatico,

renal, mutagénico e de carcinogénese (Rychlinska & Nowak, 2012).

OH
OH
HO O o
HO
OH
Arbutin

Figura 12: Estrutura quimica da arbutina (Uchida, Ishikawa & Tomoda, 2014).

1.2.1.4. Outros Inibidores de tirosinases

Os efeitos adversos revelados por alguns despigmentantes e/ou agentes
branqueadores da pele utilizados e disponiveis comercialmente conduziram a

procura de alternativas naturais mais seguras, efectivas e econémicas (Jennifer et
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al., 2012). Um grande numero de novos potenciais inibidores da tirosinase tém
surgido nos ultimos anos documentados na literatura. Consoante a estrutura
quimica apresentada classificam-se em quatro classes, que incluem (Gheibi et al,
2015; Chatterjee & Vasudevan, 2014; Koo et al.,2012; Chang, 2009):

a) Polifendis, tais como: a benzo-y-pirona e os diversos flavonoides
(Figura 13). Dada a semelhanca quimica com a estrutura do substracto tirosina,
grande parte dos polifendis promovem uma inibicdo do tipo competitivo,
concorrendo pelo centro activo da enzima e assim bloqueando a melanogénese. De
entre os compostos polifendlicos, os flavondides em particular, por serem um
grupo de compostos que se encontra amplamente distribuido em plantas, dada a sua
elevada bioactividade e reduzida toxicidade, tém sido estudados como potenciais
compostos activos em formulagdes para uso cosmético, podendo ser subdivididos
em sete principais categorias estruturalmente semelhantes, que incluem: a) as
flavonas (exemplos: a norartocarpetina e a artocarpetina); b) os flavonois
(exemplos: a quercetina e a galangina); c) as flavanonas (exemplos: a
estrepogenina, a curarinona e o curarinol); d) os flavandis (exemplos: a
dihidromorina e a taxifolina); e) os isoflavondides (exemplos: a glabridina e seu
derivado, o glabreno); f) as chalconas (exemplos: curaridina, -curaridinol,
licurasida, a isoliquiritina e licochalcona) e g) catequinas (exemplos: acido
galico, acido eldgico e aloesina) (Gheibi et al., 2015; Chatterjee & Vasudevan,
2014; Koo et al., 2012; Chang, 2009).
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Figura 13: Estruturas quimicas de flavonoides, avaliados como inibidores da tirosinase (Chang,
2009).

b) Benzaldeido e derivados do benzoato. O mecanismo inibitério do
benzaldeido e analogos envolve a capacidade que apresentam para formar uma
Bases de Schiff com os grupos amina priméarios de enzimas. Em contraste, o

benzoato inibe a tirosinase por complexacdo ao atomo de cobre do centro activo..
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Os efeitos inibitérios dosderivados do acido benzodico (&cidos 2-aminobenzdico e
4-aminobenzdico) e da piridina (acidos nicotinico e picolinico) foram estudados e
a anélise cinética efectuada explicitamente demonstrou que restringiam
reversivelmente as actividades como monofenolase e difenolase da enzima. Os
derivados do &cido benzoico inibiam a actividade como monofenolase de uma
forma ndo-competitiva, enquanto os derivados da piridina restringiam
competititivamente a mesma activadade. Similarmente os compostos estudados
inibiam a actividade como difenolase de forma ndo-competitiva e competitiva,
respectivamente. A capacidade inibitéria dos compostos, expressa através de ICsg
revela que os derivados do &cido benzoico tém significativamente maior poder
inibitorio sobre a enzima. Porém, quando a capacidade de inibicdo da classe é
comparada com a do acido kéjico verifica-se que 0s compostos exercem apenas
uma inibicdo fraca a moderada na actividade da tirosinase. Apesar da capacidade
de inibicdo dos derivados da piridina ser inferior a dos derivados do acido
benzoico, estes apresentam wuma caracteristica muito importante, pois tém
capacidade de induzir citotoxicidade em linhas celulares portadoras de melanomas.
Concentracfes crescentes destes compostos, até 8 mM, resultavam numa
diminuicdo de cerca 80% nas células do melanoma. Os &cidos nicotinico e polinico
sdo agentes anti-proliferativos e sdo potenciais inibidores usados no tratamento e
prevencdo do melasmas (Gheibi et al.,2015; Chatterjee & Vasudevan, 2014; Koo et
al., 2012; Chang, 2009)..

c) Lipidos de cadeia-longa (Figura 14), tais como sdo exemplos o
triacilglicerol e o trilinoleico, revelam um poder inibitério equivalente ao do acido

kojico para a inibicdo da actividade de difenolases. (Chang, 2009).

d) Esterdides (Figura 14) sdo essencialmente inibidores da actividade como
difenolase de tirosinases, sendo maioritariamente mais potentes do que o &cido
kojico. Sdo exemplos desta classe de inibidores da tirosinase o acido arjunilico e o
17a-etilesteroide (Chang, 2009).
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Figura 14: Estruturas quimicas de a) lipidos de cadeia longa e b) esterdides (Chang, 2009).

1.3. Novas técnicas laboratoriais de separacao de inibidores da tirosinase

O desenvolvimento de novos, fiaveis e rapidos métodos para o screening ou
rastreio para identificacdo de compostos biologicamente activos em extratos
naturais é um desafio.

Os extractos naturais oferecem uma diversidade molecular extremamente
elevada, constituindo uma fonte essencial de compostos para a descoberta de novos
inibidores da tirosinase (Jiang et al., 2013).

No entanto, os extractos naturais sdo muito complexos e 0os metabolitos de
interesse encontram-se na maioria dos casos em niveis reduzidos ou mesmo
vestigiais, sendo o isolamento, a purificacdo e a identificacdo estrutural processos
essenciais para o sucesso de uma investigacao (Brussoti et al., 2014).

O interesse no rastreio da composi¢do molecular dos extractos naturais no
ambito da tematica do presente trabalho tem resultado no desenvolvimento de

novos métodos analiticos, que detectam niveis vestigiais de moléculas bioativas e
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permitem o seu isolamento, quantificacdo e caracterizacdo estrutural (Jiang et
al.,2013).

1.3.1. Extraccdo de compostos bioactivos

A extraccdo é o procedimento de base a considerar quando se pretede isolar
determinado composto de um extracto natural (Brusotti et al. ,2014).

A escolha da técnica de extrac¢do envolve a consideracdo de diversos
factores, tais como a natureza do extracto de origem e do composto a isolar, mas
também se se trata de um biocomposto conhecido ou ndo ou se se trata de um
grupo de compostos estruturalmente relacionados ou ainda se se pretende a
identificacdo de todos os metabolitos presentes no extracto original (Sarker, Latif
& Gray, 2006).

O tipico processo de extraccdo, especialmente quando o material de origem
é um extracto de planta, envolve os seguintes passos (Sarker, Latif & Gray, 2006):

1. Secagem e pulverizacdo do extracto ou homogenizacdo de partes
da planta fresca ou maceracdo da planta com um solvente (Sarker, Latif &
Gray, 2006).

2. A escolha do solvente, funcdo das caracteristicas de polaridade do
composto ou compostos a isolar (Sarker, Latif & Gray, 2006)).

3. A escolha do método de extraccdo Sarker, Latif & Gray, 2006).

As metodologias tradicionais de extraccdo sdo a maceracdo, a infusao, a
decoccdo, a ebulicdo sob refluxo, a sublimacdo, a extraccdo por Soxhlet e ainda a
destilacdo a vapor. A extrac¢do por solventes organicos, para além de recorrer ao
uso de solventes toxicos, tinha um risco elevado de contaminacdo do produto da
extracgdo, quer por residuos do solvente usado na extracgdo, quer por ceras e/ou
outros compostos de elevado peso molecular. (Brusotti et al., 2014; Chang et al.,
2013; Sarker, Latif & Gray, 2006).

Entre as técnicas extractivas mais modernas pode incluir-se a extracgdo por
micorondas, por ultrassons, por fluido supercritico e a extrac¢cdo liquido
pressurizada. A extrac¢do de fluido supercritico em particular constitui uma

alternativa valida para os processos extractivos mais antigos e acima mencionados.
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A sua principal caracteristica é a capacidade de operar a baixa temperatura e na
auséncia de oxigénio e luz, evitando fendmenos de degradacdo térmica e
decomposicdo de compostos labeis. A separacdo do extractor é facil e o extracto
mantém as caracteristicas organolépticas do material de partida. Com efeito, o
dioxido de carbono, além de ser seguro, ndo inflamavel e barato, ndo é toxico. No
entanto, a principal desvantagem desta técnica é a baixa polaridade do dioxido de
carbono, que pode ser ultrapassada pela adigdo de um co-solvente, por exemplo o
etanol, para permitir a extraccdo de compostos polares. De facto a principal
aplicacdo desta técnica € a extrac¢cdo de monoterpenos e 0s sesquiterpenos de dleos
essenciais de palntas (Brusotti et al., 2014; Chang et al., 2013; Marougin et al.
,2007).

Mais recentemente foram introduzidos novos meétodos extractivos com
eficiéncias melhoradas: a extraccdo por micorondas de alta pressdo, a extraccao
por micorondas em atmosfera inerte, sob azoto, a extraccdo por micorondas a
pressdo reduzida, sob vacuo, a extraccdo por micorondas por ultrassons, a
extraccao por micorondas e livre de solvente e por Gltimo a extrac¢cdo dinamica por
micorondas. Este daltimo método de extraccdo referido é particularmente
interessante porque permite o acoplamento on-line com diferentes sistemas
cromatograficos, o que rentabiliza a sua utilizacdo, permitindo maior eficacia,
rendimento e pureza num curto espaco de tempo, quando comparado com 0S outros
métodos (Brusotti et al., 2014).

Embora cada técnica de extrac¢do ndo-convencional apresente inegaveis
vantagens em compara¢do com os métodos tradicionais, a escolha do método mais
adequado depende das caracteristicas do composto ou grupo de compostos que se
pretende isolar. Se o desconhecimento sobre a composi¢do de determinado extrato
é total, a seleccdo do método de extraccdo mais apropriado deve ter em conta que
em potencial toda a composicdo do extracto tem interesse bioldgico. Por este
motivo, sdo eleitas técnicas de extracdo liquido-solido convencionais, em que a
maceracdo com &gua e/ou decoccdo representam a primeira escolha. Seguidamente,
mais extrac¢cdes com solventes polaridade crescente, tais como o n-hexano, o

metanol, o acetato de etilo e o diclorometano sdo requeridas sequencialmente para
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uma separacdo preliminar baseada nas propriedades hidro/lipofilicas dos

compostos biologicamente activos (Brusotti et al., 2014).

1.3.2. Purificacdo/lsolamento de compostos bioactivos

Prévio a etapa de quantificacdo, um pré-tratamento do extracto é na maioria
das vezes necessadrio, no sentido de remover possiveis interferentes ou preé-
concentrar os metabolitos de interesse (Brusotti et al., 2014; Sarker, Latif & Gray,
2006).

Véarias sdo as técnicas cromatograficas com detectores UV-visivel ou
diode-array utilizadas na purificacdo de fraccGes obtidas apds a extraccdo. Por
exemplo, a cromatografia em camada fina, entre as quais a versdo preparativa e a
de alta eficiéncia, a cromatografia de fase sélida, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e as técnicas hifenadas, ou seja a aplicacdo sequencial de técnicas
cromatograficas, tais como a cromatografia liquida, associadas a outras técnicas de
deteccdo e quantificacdo, tais como a espectrometria de massa e/ou a ressonancia
magnética nuclear (Sarker, Latif & Gray, 2006).

Uma versdo mais eficiente da cromatografia liquida de alta eficiéncia é a
conhecida cromatografia liquida de ultra eficiéncia, que em compara¢do com
outras abordagens analiticas, aumenta a velocidade de andlise, permitindo maior
eficiéncia de separacdo e resolucdo e sendo mais sensivel e com um consumo
maximo de solvente inferior quando comparada com outras técnicas
ctomatogréaficas (Brusotti et al., 2014).

No entanto, é mais dificil conceber um protocolo de isolamento de um
extracto em bruto, onde os compostos presentes sdo totalmente desconhecidos.
Nesta situacdo, € aconselhdvel uma purificacdo preliminar, que pode ser realizada
tendo por base propriedades quimicas, por exemplo a lipofilicidade e a
hidrofilicidade, entre outras . A tradicional particdo liquido-liquido, a extraccao
em fase solida ou a filtracdo em gel podem ser utilizadas com a finalidade de
remover interferentes (Brusotti et al.,2014).

A biocromatografia ¢ a terminologia para definir um metodo de deteccéo

bioguimico em linha, com base nas interac¢des biologicas entre os componentes
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activos e alvos imobilizados (proteinas, enzimas, receptores, membranas celulares
e membranas biomiméticas) acoplados com cromatografia convencional. A
cromatografia de membrana celular, por exemplo, é uma técnica cromatogréfica de
afinidade bioldgica atil para o rastreio de componentes activos a partir de matrizes
complexas. E uma versdo mais recente desta técnica faz uso de silica revestida
com membranas celulares activas, que funcionou como fase estaciondria numa
cromatografia liquida bidimensional. Esta aproximagdo tem sido usada em
sequéncia com outras técnicas separativas no screening de compostos oriundos de
extractos naturais de plantas. Uma aplicacdo da fase estacionaria enzimaética foi
reportada na literatura para fazer o isolamento de vinte e um derivados de
cumarina Este método permite a partir de uma matriz complexa, como os extractos
de plantas, fazer o rastreamento dos compostos de interesse sem a necessidade do
pre-fraccionamento (Brusotti et al. ,2014).

A electroforese capilar, conhecida pela sua versatilidade, alta eficiéncia na
separacdo, curtos tempos de anélise e reduzido consumo de amostra, ao longo da
altima década, comprovou ser uma util ferramenta no estudo das reacdes
enzimaticas (Brusotti et al. ,2014).

Estudos recentes tém combinado os doseamentos enzimaticos com a técnica
de electroforese capilar, com recurso a um aparelho de elctroforese capilar comum
ou a um equipamento microfluidico. Estes doseamentos podem ser categorizados
em trés tipos, dependendo de onde a reaccdo enzimatica ocorre: a) em pré-coluna,
b) em coluna, ou ¢) em pds-coluna (Jiang et al. ,2013).

A micronanalise mediada electroforeticamente, baseada na tecnica de
electroforese capilar em coluna, utiliza solucGes de substracto e enzima que sdo
introduzidas no capilar como distintos plugs. Sobre a aplicacdo de determinada
voltagem, estas duas zonas, a da enzima e a do substracto, sobrepdem-se uma a
outra, devido as suas diferentes mobilidades electroforéticas e a reacgdo ocorre. A
micronandlise mediada electroforeticamente ¢ uma util ferramenta no doseamento
de enzimas e estudos de inibi¢cdo enzimatica (Brusotti et al., 2014; Jiang et al.,
2013).

O meétodo de rastreio baseado na enzima imobilizada num suporte funciona

como alternativa ao método de electroforese capilar em coluna. Neste método, a
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enzima imobilizada pode ser reutilizada, o que se torna muito mais econdmico.
Véarias formas de imobilizacdo da enzima tém sido descritas na literatura, contudo
apresentam desvantagens, que se prendem com a morosidade dos processos e com a
perda de actividade enzimatica (Brusotti et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Jiang et
al., 2013).

Mais recentemente, uma nova abordagem foi proposta para a criacdo de
reactores capilares com a enzima imobilizada por via de uma ligacdo idnica
(Figura 15). Por esta via, a actividade da enzima é maximamente preservada, para
alem do que permite que seja reutilizada. Apresenta-se como uma solucao
altamente econdmica. Neste caso, a prepraracdo da enzima como microreactor
envolvia um tratamento da superficie interna do capilar de silica fundida, de forma
a que a enzima nédo fosse absorvida pela superficie do mesmo, que se encontrava
carregada negativamente a pH 7,4 (a tirosinase apresenta actividade méaxima na
gama de pH de 7,0 a 8,0). Por isso, foi necessario modificar a parede do capilar
com um forte permutador catidnico, o brometo de hexadimetrina, disposto em
bicamada e a enzima disposta no meio, em “sanduiche”. Os resultados eram
avaliados pela area do pico de DOPA (produto da reaccdo), que apresentava um

maximo de absorvancia a 214nm (Jiang et al., 2013).
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Figura 15: Representacdo esquematica do reactor de enzima imobilizada por bicamada de

brometo de hexadimetrina (Jiang et al., 2013).

Outro variante da electroforese capilar como método de rastreio de
inibidores da tirosinase é a electroforese capilar de permuta quiral, a qual permite
a separacdo enantiomérica das moléculas. Nesta técnica os analitos potencialmente
separdveis devem exibir a capacidade de complexar com o ido metdlico,
constituinte do selector quiral, na presenca de p-ciclodextrina. Como selector
quiral pode ser usado, por exemplo um complexo de Zn(ll)-1-alanina ou de Zn(ll)-
I-leucina (Su, Mu & Qi, 2014; Sun et al., 2013).

Os parametros experimentais criticos para o sucesso deste método sdo: a) a
selecgcdo do ido metalico constituinte do selector quiral b) a gama de pH, c) a razéo
ligando-metal e /ou d) as concentracfes de complexo e electrolitos (Su, Mu & Qi,
2014; Chen & Song, 2013; Sun et al., 2013).
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Para além de apresentar baixo custo e flexibilidade, a electroforese capilar
de permute quiral tem demonstrado ser eficaz no rastreio dos inibidores da
tirosinase (Chen & Song, 2013).

1.4. A comercializacdo dos inibidores de tirosinases

Apesar de nas ultimas décadas os esfor¢cos desenvolvidos na pesquisa de
novos inibidores de tirosinases terem sido um sucesso, facto € que existem
algumas limitacdes no que concerne a utilizacdo dessas novas moléculas no
tratamento de desordens pigmentares da pele, causadas pela desregulacdo da
actividade de tirosinases (Souza et al., 2012; Chang, 2009).

Um dos principais obstaculos a viabilidade e/ou utilidade das descobertas
é o facto da maioria dos estudos realizados, com o intuito de encontrar novos
inibidores de tirosinases, utilizar enzimas de origem fangica, em particular a que é
extraida do cogumelo Agaricus bisporus, disponivel comercialmente. A tirosinase
de origem fingica é uma enzima citosélica, enquanto a tirosinase de origem
humana encontra-se ligada a membrana dos melano6citos. Também em termos de
estrutura sdo das registam diferencgas.

A tirosinase do cogumelo é um tetrdmero, j& a humana é um mondmero,
altamente glicosilada durante o seu processo de maturacdo. Associado a isto
verifica-se ainda um reduzido namero de ensaios clinicos efectuados com a enzima
da espécie humana, pelo que poucos sdo 0s novos inibidores descobertos com
aplicacdo na cosmética (Chang, 2009). Muitas das moléculas identificadas como
inibidores da tirosinase apresentam problemas de toxicidade, baixo indice de
estabilidade na formulagdo, de fraco poder de penetracdo na pele e até mesmo
insuficiente ou nula actividade (Chen et al., 2015; Souza et al., 2012).

Para o tratamento de desordens pigmentares, em especial para a
hiperpigmentacdo, existem no mercado 0os cosmecéuticos (Figura 16), uma classe
hibrida entre um farmaco e um cosmético. Os cosmecéuticos sdo aplicados
topicamente tal como os cosméticos, mas contém principios activos que melhoram

a funcdo bioldgica da pele. Estes constituem a ponte entre os produtos de cuidado
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pessoal e os farmacos, podendo ser classificados quanto ao modo de accdo em
cinco grandes grupos:a) os inibidores da tirosinase; b) os inibidores da
transferéncia da melanina; c¢) os que diminuem a oxidagdo da tirosina; d) os
antioxidantes do cobre e inibidores da proliferacdo dos melandcitos; e e) os alfa-
hidroxi acidos e retinoides (Sarkar, Arora & Garg, 2013).

No entanto, também existem evidéncias documentadas de compostos
comercializados elevada com capacidade inibitéria da tirosinase, como é 0 caso
do acido kdjico; da hidroquinona, , da arbutina, da aloesina, do acido azelaico, da
deoxiarbutina e dos corticosterdides, também dos inibidores ndo-competitivos,
como o &cido elagico, a glabridina, a haginina A e o oxiresveratrol, que podem
causar reacgdes advervas, algumas até irreversiveis, durante a sua utilizacdo (Chen
et al., 2015; Abdallah, 2014; Sarkar, Arora & Garg, 2013; Jennifer et al., 2012;
Souza et al., 2012; Yen et al., 2012; Balakrishnan, 2011). Com excep¢do da
deoxiarbutina e da glabridina, estes compostos suprimem a melanogénese entre 1 a
20%, a concentracOes relativamente elevadas, (Nesterov et al., 2008).

A hidroquinona, conhecida como o “tratamento de ouro” da
hiperpigmentacdo, pode ser aplicada isoladamente ou em combinacdo com outros
compostos. A combinacdo classica, designada por férmula de Kligman, consiste na
combinacdo do agente branqueador (hidroquinona 5%), com um agente exfoliante
(tretinoina 0.1%) e um esterdide topico (dexametasona). Outras combinacbes e
modificacbes a formula original tém sido desenvolvidas nos Gltimos anos, usando
diferentes ingredientes e/ou concentrac6es. A hidroquinona pode causar como
efeitos secundarios dermatite e irritagcdo da pele em concentragcfes superiores a
2%, vitiligo, citotoxicidade dos melanocitos provocada por radicais livres de
semiquinona, pigmentacdo pos-inflamatoria, fotossensibilidade, ocronose (ou
alcaptondria) - o mais comum efeito secundario cronico da utilizagdo a longo
prazo - e cancro da pele (Abdallah, 2014; Sarkar, Arora & Garg, 2013; Souza et
al., 2012). Por isso, o uso da hidroquinona como aditivo na cosmética e em
produtos para cuidado da pele estd proibido (Chen et al., 2015; Abdallah, 2014;
Sarkar, Arora & Garg, 2013; Jennifer et al. ,2012; Yen et al. ,2012).

O mequinol (4-hydroxyanisole, 4-methoxyphenol) é um derivado da

hidroquinona, que actua inibindo competitivamente a formacdo dor percursores da
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melanina, mais efectivo que a hidroquinona e apresenta menos efeitos secundarios.
Estd disponivel em solu¢cdes de 2%, associado com o &cido retindico a 0,01%
(Chatterjee & Vasudevan, 2014).

A arbutina, derivado natural da hidroquinona, é um dos mais prescritos
despigmentantes em todo o mundo. A arbutina é um composto natural obtido de
folhas secas de uma variedade de espécies, como sejam, por exemplo, as plantas de
uva-ursina. E um cosmecéutico que inibe competitivamente a tirosinase, mas fa-lo
em concentracdes ndo-citotoxicas e de forma dose-dependente em cultura de
melandcitos. Varios estudos revelam que a arbutina € menos efectivo do que o
acido kdjico no tratamento da hiperpigmentcdo e por outro lado apresenta menos
efeitos adversos que a hidroquinona (Abdallah, 2014; Chatterjee & Vasudevan,
2014; Sarkar, Arora & Garg, 2013).

Relativamente ao acido kéjico, é um produto de origem fungica, que reduz
a hiperpigmentacdo por inibigdo da tirosinase, em concentragdes que variam entre
1% a 4% (Abdallah, 2014; Chatterjee & Vasudevan, 2014; Sarkar, Arora & Garg,
2013). E geralmente preferido como terapia de segunda linha, quando outras nio
sdo bem toleradas. No entanto, o uso de formulacdes deste composto pode conduzir
a dermatites de contacto e até mesmo a mutagénese, para além de ser menos eficaz
in vivo do que a hidroquinona, motivos pelos quais tem pouca utilizacdo em
formulacGes de cosmecéuticos (Abdallah, 2014; Chatterjee & Vasudevan, 2014;
Sarkar, Arora & Garg; Jennifer et al. ,2012; Nesterov et al. ,2008).

O N-acetyl-4-S-cisteaminilfenol é um composto fendlico, que actua como
substracto para a tirosinase e assim inibe a sua actividade. E mais estavel e menos
irritante do que a hidroquinona e obtém-se alguns resultados da sua aplica¢do ao
fim de um periodo que pode variar entre duas a quatro semanas (Chatterjee &
Vasudevan 2014).

O éacido ascorbico, além do seu efeito antioxidante, afecta a producdo de
melanina por conversdo da dopaquinona na sua forma reduzida, a DOPA. O acido
ascorbico também actua por quelacdo dos ifes de cobre do centro activo da
tirosinase, bloqueando desta forma a atividade da mesma. A vantagem de
preparacfes topicas, com cerca de 5% de acido ascérbico, € que sdo praticamente

nulos os seus efeitos secundarios (Chatterjee & Vasudevan 2014).
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Figura 16: Cosmecéuticos usados no tratamento da hiperpigmentacéo e classificados segundo o

mecanismo de accdo (Sarkar, Arora & Garg, 2013).

Pelo anteriormente exposto hd uma grande necessidade de desenvolver
novos inibidores da tirosinase que provenham de diferentes origens e que possam
ser comercializados. A este respeito, os produtos naturais tém surgido como uma
alternativa para a induastria de cosméticos, devido ao melhor perfil de seguranca
que apresentam. Embora a realizacdo de testes in vivo com compostos desta
proveniéncia seja limitada, devido a necessidade de grande quantidade do inibidor
a ser testado (Chen et al., 2015; Chang et al., 2013; Chang, 2009)
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2. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Nas ultimas décadas a procura incessante por novos inibidores para a
actividade da tirosinase tem tido sucesso, que em parte se deve a disponibilidade
comercial da enzima extraida do fungo Agaricus bisporus.

Apesar de diferentes tipos e origens de inibidores terem sido encontrados,
facto € que os estudos publicados apresentam limitacdes, nomeadamente por nao
utilizarem a tirosinase humana nas experiéncias descritas, mas também pelos novos
inibidores descobertos apresentarem elevada toxicidade, baixo nivel de
estabilidade, deficiente poder de penetracdo na pele e ainda insuficiente actividade
como agentes branqueadores.

A falta de ensaios clinicos em humanos, por seu lado, limita o nimero de
inibidores utilizaveis em formulacdes cosméticas ou cosmecéuticas, em especial o0s
compostos de origem natural.

Para além do ja referido, varios compostos bem conhecidos pela capacidade
inibitéria de tirosinases, e disponiveis comercialmente como dispigmentantes e
branqueadores, exemplo da hidroquinona, do &cido kdjico, da arbutina, entre
outros, tém-se revelado potencialmente perigosos, causando possiveis reaccdes
adversas, tais como dermatite e irritacdo da pele, vitiligo, citotoxicidade dos
melandcitos, pigmentacdo pds-inflamatoria, fotossensibilidade, ocronose, entre
outros.

Pelo exposto anteriormente, é de todo o interesse a continua procura de
novos inibidores da tirosinase em ensaios in vivo, demonstrem eficdcia satisfatoria
e garantam um perfil de seguranca no tratamento de desordens da
hiperpigmentacdo. Os extractos naturais de origem vegetal assumem-se como as
principais fontes desses novos potenciais inibidores. A diversidade quimica e
estrutural de tais metabolitos obriga ao recurso a varios processos de extracgdo, de
purificacdo e de identificacdo estrutural, em que as técnicas hifenadas e de
biocromatografia representam uma importante ferramenta de triagem rapida do

extracto bruto.
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