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Resumo: Substancias fendlicas tém se mostrado como alternativas para o tratamento de transtornos ndo-malignos de
hiperpigmentacdo. Pimenta pseudocaryophyllus ¢ uma espécie nativa da Mata Atlantica que contém diversos compostos
fenodlicos e € reportada como ativa na redugao de estresse oxidativo e inflamagao induzida por radiagdo UV-B. No presente
estudo, extratos de P. pseudocaryophyllus foram preparados e avaliados para atividades in vitro. O percentual de atividade
antioxidante (em 100 pg/mL: 81-96%) e anti-tirosinase (em 5 mg/mL: 41-60%) foi proximo para todos os extratos, ja a
atividade citotoxica mais proeminente foi observada para o extrato cloroféormio (em 50 pg/mL: 94%). Através da analise
por CG-EM pode-se identificar eugenol, metileugenol e chavibetol como componentes majoritarios deste extrato. Para
avaliar a atividade desses compostos sobre a enzima tirosinase foi utilizado modelo in silico de docagem molecular com
tirosinase de cogumelo. Eugenol mostrou a melhor classificagdo como inibidor e intera¢des por ligagdo de hidrogénio e
ion-dipolo, favoraveis a atividade inibitoria.

Palavras-chave: Pimenta pseudocaryophyllus, CG-EM, citotoxicidade, inibi¢do da tirosinase, docagem molecular.

Evaluation of anti-tyrosinase and cytotoxic potential of Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes)
Landrum extracts

Abstract: Phenolic compounds have been shown to be alternatives for the treatment of non-malignant hyperpigmentation
disorders. Pimenta pseudocaryophyllus is a native species of the Atlantic Forest that contains several phenolic compounds
and it is reported to be active in reducing oxidative stress and inflammation induced by UV-B radiation. Extracts from P.
pseudocaryophyllus were prepared and evaluated for in vitro activities. The percentage of antioxidant activity (in 100
pg/mL: 81-96%) and tyrosinase inhibition (in 5 mg/mL: 41-60%) was similar for all extracts, and the most potent
cytotoxic activity was observed for the chloroform extract (in 50 pg /mL: 94%). Through GC-MS analysis it is possible
to identify eugenol and its derivatives methyl eugenol and chavibetol as major components. To evaluate the activity of
these compounds on the tyrosinase enzyme, an in silico molecular docking model with mushroom tyrosinase was used.
Eugenol showed the best classification as inhibitor and hydrogen bond and ion-dipole interactions, favorable to inhibitory
activity.

Keywords: Pimenta pseudocaryophyllus, GC-MS, antioxidant activity, cytotoxicity, tyrosinase inhibition, molecular
docking.

Introduciao

Melanina ¢ o pigmento responséavel por proteger a pele de raios ultravioleta, formadores de espécies
reativas de oxigénio (EROS), que podem causar cancer de pele. A sua superproducdo resulta em
hiperpigmenta¢do, manchas ou melasma e o tratamento geralmente estd associado ao uso de
medicamentos ou cosméticos contendo agentes despigmentantes, que podem atuar por diferentes
mecanismos de a¢do. A enzima tirosinase ¢ uma metaloenzima que ocorre em Varios organismos €
participa de alguns estagios da melanogénese, por isso ¢ um dos alvos mais investigados no bloqueio
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a biossintese de melanina. Dentre os inibidores de tirosinase utilizados atualmente, um grande nimero
¢ derivado de fontes naturais, como hidroquinona e acido kdjico, entretanto eles apresentam
limitagdes com relagdo a alta toxicidade, baixa estabilidade e penetracdo reduzida na pele. Uma das
alternativas a esses agentes sdo extratos vegetais contendo polifendis, capazes de modular o
metabolismo de pigmentagdo da pele.! Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum (Myrtaceae)
¢ a Uinica espécie do género Pimenta Lindl. encontrada no Brasil. Ela ¢ uma arvore de pequeno porte
tipica da Mata Atlantica. Apresenta trés quimiotipos, determinados pelo predominio de classe de
metabolitos encontrados no 6leo das folhas: citral (predominio de monoterpenos), (E)-cariofileno
(predominio de sesquiterpenos) e (£)-metil isoeugenol (predominio de fenilpropanoides). Extratos da
folha de P. pseudocaryophyllus desses quimiotipos apresentaram atividades inibidora do estresse
oxidativo e da inflamag¢do induzida por radiagdo UV-B e antinociceptiva, mostrando substancias
fendlicas como principais constituintes.! Considerando a riqueza da biodiversidade da Mata Atlantica
associada a promocao de a¢des sustentaveis, esse estudo visa avaliar o potencial antioxidante, inibidor
da tirosinase de cogumelo e a citotoxicidade de extratos de P. pseudocaryophyllus com o intuito de
aplicagdo em formulagdes antipigmentantes que possam agregar valor para essa espécie nativa de
importancia para a regido sudeste.

Experimental

Preparo dos extratos organicos

Cerca de 55 g de extrato hidroetanolico de folhas de Pimenta pseudocaryophyllus (coletada em: Vila
Bonsucesso, Guarulhos - 23°23°21”S 46°25°31”W; identificada por: Profa. Dra. Sueli Nicolau,
Instituto de Botanica do Estado de Sao Paulo; depositada em: Herbario IBt sob codigo OEA 604),
obtido de maceracdo com etanol 96%, foi submetido a particdo solido-liquido com os solventes
cloroférmio, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade. A particdo foi realizada
trés vezes com 200 mL de cada solvente e sistema em agitagdo constante por 15 min. Apos filtragdo,
cada extrato foi concentrado até a secura para obtencdo do rendimento [extrato cloroférmio (E-1):
5,9%; extrato acetato de etila (E-2) : 5,8%; extrato metanol (E-3): 54.2%].

Triagem fitoquimica preliminar

Triagem fitoquimica qualitativa de E-1, E-2 e E-3 foi realizada por CCD com reativos de visualizacdo
para terpenos [sistema de solvente (ss): hexano-acetato de etila, 97:3; revelador: anisaldeido
sulfurico], flavonoides (ss1: acetato de etila-metanol, 90:10; ss2: acetato de etila-acido férmico-acido
acético-agua, 100:11:11:27; revelador: NP/PEG 1%) e triterpenos e saponinas (ss: cloroférmio-acido
acético-metanol-dgua, 64:32:12:8; revelador: Liebermann-Burchard).? Solugdo-padrdo de cada
extrato foi preparada na concentracdo de 20 mg/mL de metanol. Cinco microlitros de cada solucdo
foram aplicados em cromatoplaca de silica gel60 F2s4 e desenvolvida em solvente adequado.

Cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas (CG-EM)

E-1 foi analisado por CG-EM utilizando equipamento e método previamente reportado por nosso
3

grupo.

Ensaios biologicos in vitro

As triagens antioxidante e citotoxica foram realizadas seguindo metodologias previamente publicadas
por nosso grupo.® Para a atividade antioxidante, a concentragdo final no pogo avaliada para cada
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extrato foi de 100 pg/mL; o controle positivo foi quercetina. A citotoxicidade frente a linhagem
celular de melanoma (SK-MEL-147) foi analisada nas concentracdes de 50 e 5 pg/mL. O controle
positivo foi doxorrubicina. A capacidade dos componentes dos extratos em inibir a agdo da tirosinase
foi determinada através de método em microplaca descrito por Macrini ef al.* As amostras foram
dissolvidas em Tween 20®/DMSO (2:8) ¢ em seguida diluidas em tampao PBS (50 mmol/L, pH 6,8)
para obter as concentragdes finais no pogo de 5; 2,5 ¢ 1,25 mg/mL. Acido kéjico foi utilizado como
controle positivo.

Docagem molecular

Para avaliar se eugenol e seus derivados podem se ligar diretamente no sitio ativo da tirosinase,
simulagdo de docagem molecular foi realizada usando o programa GOLD 2020.3.0.° A estrutura
cristalografica de raio-X de tropolona em complexo com tirosinase de Agaricus bisporus foi obtida
do Protein Data Bank (PDB 2Y9X, resolucdo: 2,78 A).’ Para validacio do protocolo foi utilizado o
método de redocagem do ligante cristalografico no sitio ativo, considerando bem-sucedida a solugao
com desvio da raiz média quadratica (RMSD) menor que 2 A em relagdo a posse observada na
estrutura inicial. O programa Avogadro foi usado para criar as estruturas 3D. As dguas moleculares
e o ligante co-cristalizado foram removidos e os hidrogénios foram adicionados. Os ligantes foram
configurados no programa MarvinSketch,’ e as estruturas foram criadas em 3D e minimizadas usando
Avogadro.® O protocolo utilizou receptor rigido-ligante flexivel, sitio de ligagio com 10 A de
distancia da tropolona, fungdo ChemPLP com repontuagdo ASP e algoritmo genético muito flexivel.
As interagdes ligante-receptor foram visualizadas por Discovery Studio Visualizer.’ Os pardmetros
para comparar a capacidade inibitéria dos compostos avaliados foram maior pontuagdo o tipo de
interagdes intermoleculares observadas.

Resultados e Discussao

O estudo fitoquimico dos extratos de P. pseudocaryophyllus revelou que E-1 ¢ predominantemente
constituido de terpenos. E-2 apresenta os trés tipos de metabdlitos investigados, enquanto E-3 tem
flavonoides e triterpenos/saponinas como principais metabolitos (Tabela 1).

Tabela 1- Triagem fitoquimica de extratos de P. pseudocaryoplyllus.
Extratos de Pimenta pseudocaryophyllus

metabdlitos (folha)
E-1 E-2 E-3
Terpenos + + =
Flavonoides = + +
Triterpenos/saponinas - + +

E-1: extrato cloroformio; E-2: extrato acetato de etila; E-3: extrato metanol; (+):
Presenga; (-): Auséncia de compostos dessa classe de metabolitos.

E-1 também foi analisado por CG-EM, revelando a presenca de 21 compostos, principalmente
fenilpropanoides, como eugenol (2,08%), seus derivados chavibetol (10,87%) e metil eugenol
(32,69%), além de elemicina (8,09%) (Tabela 2). O composto majoritario foi metil eugenol e este ja
foi descrito como majoritario para o quimiotipo coletado em Paranapiacaba — SP.6

Os resultados de triagem da atividade antioxidante pelo método de DPPH mostraram que E-2 foi o
mais ativo, seguido de E-3 e E-1 (Tabela 3). E-2 e E-3 contém flavonoides, compostos conhecidos
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por essa atividade. Eugenol e metil eugenol, presentes em E-1, também sdo potentes antioxidantes.®
A capacidade de compostos fenolicos em proteger contra o estresse oxidativo esta relacionada a
possibilidade de doar elétrons ou hidrogénios para radicais livres, transformando-os em compostos
estaveis, e deslocar o elétron desemparelhado dentro de sua estrutura aromatica.®

Tabela 2- Constituintes caracterizados no extrato Tabela 3 — Percentual de atividades antioxidante, anti-

cloroférmio de P. pseudocariophyllus usandg CG—EM.' tirosinase e citotoxica para extratos de P.
No. tr Composto Area (:10 pico pseudocaryophyllus.
(min) (%) Extratos Atividade antioxidante
1 5,88 eugenol 2,08 e (%.X)
2 6,02 chavibetol 10,87 padrdes 100 pg/mL
3 6,25 metil eugenol 32,69 F-1 812
4 7,03 (E)-metil isoeugenol 0,76 E-2 958
5 7,43 elemicina 8,09 E-3 953
6 8,21 7)-asarone 0,64 == >
7 8,29 ver(atzato de etila 1,19 Quercetina 3.8
- S Q-eudesrpql o Atividade anti-tirosinase
9 9,66 criptomeridiol 1,11 (%)
10 10,18 almitato de metila 4,34 2
11 1045 P eido palmitico 430 1,2 mg/mL__ 2,5 mg/ml. 5,0 mg/mL,
12 10,65 palmitato de etila 7,91 E-1 17.3 27,1 43,5
13 11,29 heptanoato de etila 0,57 L8 17,3 31,3 L
14 1142 fitol 2,18 B3 19 ol S
15 11,74 linolato de etila 1,16 Acido kéjico 11,8*
16 11,77 oleato de etila 1,94
17 11,93 estearato de etila 0,79 Atividade citotoxica
18 13,05 oleamida 2,07 (SK-MEL-147) (%0, X)
19 14,53 behenoato de etila 1,57 S pg/mL 50 pg/mL
20 16,85 a-tocospiro A 3,48 E-1 34,8 94,2
21 17,14 a-tocospiro B 5,30 E-2 12,4 51,7
tr: tempo de retengdo. E-3 6,4 24,0
Doxorrubicina® 2,7%

AControle positivo para atividade antioxidante; BControle
positivo para atividade anti-tirosinase; “Controle positivo
para atividade citotoxica; SK-MEL 147: linhagem celular
de melanona humano; E-1: extrato cloroféormio; E-2:
extrato acetato de etila; E-3: extrato metanol; *Resultados
de ICso, com valores em pg/mL.

Além disso, as substincias fenolicas podem atuar na quelacdo de metais de transi¢do. Como a
tirosinase contém cobre, compostos que reduzam esse ion metalico podem ser considerados como
inibidores da enzima.’ Os resultados obtidos apontam E-3 como o extrato mais ativo, na maior
concentragdo testada (5 mg/mL), entretanto, nas concentragdes de 2,5 e 1,25 mg/mL, E-1 e E-2
mostraram atividades proéximas e maiores que E-3 (Tabela 3). Dentre os compostos majoritarios
identificados em E-1, apenas eugenol foi estudado em modelo in vitro de inibi¢do da tirosinase,
apresentando ICso de 8,2 pug/mL.° Todavia, flavonoides, observados em E-2 e E-3, sdo conhecidos
por essa atividade
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A inibi¢do da tirosinase € a acdo sobre o estresse oxidativo sdo vias de interesse no tratamento da
hiperpigmentac¢ao, pela redugao/bloqueio do escurecimento da pele, porém a pigmentagdo excessiva
J& existente também precisa ser reduzida. Para isso, compostos devem atuar na degradagdo dos
melandcitos e queratindcitos hiperpigmentados, células produtoras e armazenadoras de melanina,
respectivamente.! Nesse estudo, células de melanoma foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade
dos extratos de P. pseudocaryophyllus e a possibilidade de degradacdo de melanocitos. Pelos
resultados, E-1 mostrou a maior citotoxicidade nas duas concentragdes avaliadas, seguida de E-2
(Tabela 3). Eugenol e metil eugenol sdo citotoxicos frente a linhagens de melanoma,® sugerindo que
esses compostos também atuem sobre a linhagem SK-MEL-147.
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[ Hidrofdbica (C-H) ] van der Waals (n-alquil ou alquil) | | Ligagdo hidrogénio
b HIS 88 e) Composto Pontuacao Classificacao de
inibicao
Eugenol 52,60 1°
Chavibetol 50,07 2°.
Metileugenol 44,47 3°.

HIS 61

Figura 2 — Modo de ligagdo predito representado em estrutura 2D para a) Chavibetol, b) Eugenol e ¢) Metil eugenol
no sitio ativo de tirosinase de Agaricus bisporus (PDB: 2Y9X); d) Representacdo em estrutura 3D das ligagdes hidrogénio
e ion-dipolo com eugenol; ) Pontuacdo de docagem e classificagdo de inibigdo para os ligantes testados.

O extrato E-1 apresentou atividades antioxidante, anti-tirosinase e citotoxica. Como eugenol e
metileugenol sdo conhecidos por diferentes atividades, eles e chavibetol (outro composto majoritario
e derivado de eugenol) foram selecionados para anélise de docagem molecular, para entender suas
atividades sobre a enzima tirosinase. O protocolo utilizado foi validado por redocagem, apresentando
RMSD de 0,71 A em relagdo a estrutura obtida por difracdo de raios X. O ligante de maior pontuagdo
usando GOLD foi eugenol (Fig. 2e). Todos os ligantes testados apresentaram ligagcdes desfavoraveis
(Fig. 2a-c), o que pode afetar a estabilidade da atividade inibitdria, ja que esse tipo de ligacdo indica
forga de repulsdo.’” Entretanto, para eugenol foram identificadas duas ligagdes hidrogénio envolvendo
os N da cadeia lateral de His 61 e His 85 e a hidroxila fendlica do ligante, o que contribui para o
aumento do grau de afinidade deste composto para o sitio de ligacdo (Fig. 2d). O posicionamento da
hidroxila fendlica de eugenol na cavidade de ligacdo também foi responsavel por outra interagdo
importante, ion-dipolo com Cu 401, o que pode potencializar a atividade inibitoria (Fig. 2d).
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Conclusoes

Os extratos de P. pseudocaryophyllus mostraram-se ativos nos testes antioxidante, anti-tirosinase e
citotoxico in vitro. Baseando-se nos compostos caracterizados para o extrato cloroférmio,
identificaram-se trés compostos possivelmente ativos como inibidores da tirosinase. Os resultados
das simula¢des de docagem identificaram eugenol como o mais promissor. Entretanto, trabalhos
futuros devem ser desenvolvidos visando identificar e isolar outros compostos ativos desses extratos,
aplicacdo em formulagdes antipigmentantes.
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