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RESUMO

O melasma esta dentre os distarbios de pele que tem a fisiopatologia associada a fatores
predisponentes genéticos ou ambientais. As op¢des atuais de intervencdes disponiveis geralmente
produzem efeitos colaterais indesejados e resultados abaixo do ideal. E assim, ha uma demanda de
cosmeéticos, principalmente de base natural. A Aloe vera é uma das plantas mais manipuladas em
produtos para cuidados com a pele no mundo, tratando-se de uma planta suculenta comumente
utilizada para aplicacbes biomédicas, farmacéuticas e cosméticas. Acredita-se que ela possui
atividade imunomoduladora eficaz, auxiliando tanto na prevencdo como tratamento promissor do
melasma. Sendo assim, o presente artigo objetivou demonstrar, por meio de docagem molecular, as
interacfes presentes entre uma molécula bioativa presente na Aloe vera e 0s principais alvos
envolvidos no melasma. O ligante estudado foi a Acemanana, na qual a estrutura foi encontrada no
banco de dados PubChem, e os principais alvos analisados foram a enzima Tirosinase e a proteina
quinase C beta, cujas estruturas foram adquiridas no Protein Data Bank. A docagem molecular foi
realizada através do programa SwissDock. Os resultados da analise apontaram espontaneidade nas
interacdes ligantes-alvos, e foi possivel identificar diversas ligagdes moleculares de importancia entre
a molécula bioativa da Aloe vera e alvos de interesse, apresentando pontes de hidrogénio em varios
residuos da maioria dos aminoacidos conhecidos. Portanto, fica comprovada a previsdo do potencial
eficiéncia da Aloe vera na prevencgéao/tratamento do melasma a nivel molecular, ja que a interacdo
mostrada leva ao bloqueio das proteinas envolvidas e, consequentemente, ao blogueio do processo
de melanogénese.

PALAVRAS-CHAVE: Acemanana. Aloe vera. Docagem Molecular

ABSTRACT

Melasma is one of the skin disorders that have pathophysiology associated with genetic or
environmental predisposing factors. The current options for melasma interventions available often
produce unwanted side effects and suboptimal results. And so, there is a demand for cosmetics,
mainly of the natural base. Aloe vera is one of the most manipulated plants in skincare products
worldwide, it is a succulent plant commonly used for biomedical, pharmaceutical, and cosmetic
applications and is believed to act as an effective immunomodulator and assist both in prevention as a
promising treatment for melasma. Therefore, this article aimed to demonstrate, through molecular
docking, the interactions between a bioactive molecule present in Aloe vera and the main targets
involved in melasma. The ligand studied was Acemanann, in which the structure was found in the
PubChem base, and the main targets analyzed were the enzyme Tyrosinase and protein kinase C
beta, whose structures were acquired at the Protein Data Bank. Docking was performed using the
SwissDock program. The results showed spontaneity in the linker-target interactions, and it was
possible to identify several molecular links of importance between the bioactive molecule of Aloe vera
and targets of interest presenting hydrogen bonds in various amino acid residues. Therefore, the
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prediction of the efficiency of Aloe vera in preventing/treating melasma at the molecular level is
proven, since the interaction shown leads to the blocking of the proteins involved consequently, to the
blocking of the melanogenesis process.

KEYWORDS: Acemannan. Aloe vera. Docking Molecular

INTRODUCAO

O Melasma é um problema dermatolégico enigmatico e desafiador por apresentar diversas
condicdes e caracteristicas patoldégicas que podem variar entre as pessoas de diferentes sexos e
faixas etarias. O cloasma, como também é conhecido, tem sua fisiopatologia associada a fatores
predisponentes genéticos e/ou ambientais, que vao desde a exposicdo exagerada as radiagdes UV
(RUV) até o compartilhamento dos genes que favorecem a hiperpigmentacdo dos melandcitos, entre
individuos da mesma familia. Fatores genéticos levam a alteragdes que geram um aumento de
melandcitos, producdo de melanossomos, sintese de melanina ou hiperplasias de melandécitos, que
ocasionam mais deposi¢cdo de melanina na pele. Esses mecanismos de manifestacdo dificultam
bastante o tratamento pois esta relacionado com expressdes de proteinas do DNA. Portanto tornam o
melasma um problema sem cura efetiva, mas com tratamento que amenizam significativamente as
manchas (YUAN; JIN, 2018).

A doenca é uma dermatose caracterizada pela alteracdo da coloragdo focal em algumas
areas do corpo, principalmente aquelas mais expostas as RUV, resultando na super expresséo
melanocitica do pigmento presente nessas células localizadas na camada basal da epiderme, e
ocasionalmente na derme (MIOT, 2009). O pigmento melanina da pele humana sofre intenso controle
hormonal. Queratinécitos humanos tem a capacidade de sintetizar a-MSH e B-MSH, em quantidades
fisiolégicas. O a- MSH também ¢é produzido em melandcitos e células de Langerhans. Evidéncias
indicam que estes hormdnios tém um grande papel na regulac@o das fun¢fes dos melandcitos. Mais
de 120 genes identificados regulam a pigmentacao, contudo os efeitos do a-MSH sdo mediados pelo
MC1-R, o qual €& expresso na superficie dos melanécitos, sendo considerado o ponto chave para
pigmentacdo. E um distarbio que geralmente apresenta-se no diagnéstico como manchas simétricas
gue possuem padrfes faciais comuns. O principal padréo clinico em 50 a 80% dos casos é o padrédo
centro facial, que acomete a testa, o nariz e o labio superior. Porém pode também manifestar-se nas
bochechas e no queixo (OGBECHIE-GODEC; ELBULUK, 2017).

Esse disturbio, que é mais comum em mulheres e tipos de pele mais escura, tem a
prevaléncia geral que varia amplamente de 1 a 50% e a estimativa entre mulheres latinas gravidas
situa-se entre 50 e 80%, em virtude de que os valores sdo normalmente calculados dentro de uma
populacgéo étnica especifica de uma regido geografica (OGBECHIE-GODEC; ELBULUK, 2017).

A melanina é o principal determinante da pele, cabelo e cor dos olhos. Além de disso, tem um
papel critico na fotoprotecdo, devido a sua capacidade de absorver a RUV. O elemento inicial do

processo biossintético da melanina é a tirosina, um aminoacido essencial. A tirosina sofre atuacéo
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guimica da tirosinase, sintetizado nos ribossomos e transferido, através do reticulo endoplasmatico
para o complexo de Golgi, sendo agregado em unidades envoltas por membrana chamado de
melanossomas (VIDEIRA; MOURA; MAGINA, 2013; MESA-ARANGO; FLOREZ-MUNOZ,;
SANCLEMENTE, 2017).

Os melanécitos produzem dois tipos de pigmentos, eumelanina e feomelanina, que séo
regulados basicamente por trés enzimas: a tirosinase (TYR), a proteina-1 relacionada a tirosinase
(TRP-1) e proteina-2 relacionada a tirosinase (TRP-2). A sintese de melanina inicia a partir da agéo
da tirosinase, com oxidacdo da molécula de L-tirosina em L- dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que
produz os pigmentos como substrato. Uma vez que a TYR tem essa capacidade de controlar a
sintese de melanina, ela tem sido estudada como alvo terapéutico para tratar os distirbios de
producdo descontrolada de melanina, nesse caso o melasma (PILLAIYAR; NAMASIVAYAM;
MANICKAM; JUNG, 2018).

Na sintese da melanina existe uma via que é ativada a partir da radiagdo solar, capaz de
estimular a formag¢édo enddgena de 1,2-diacilglicerois (DAGs), ativando a proteina quinase C beta
acompanhada pela sintese de monofosfato de guanilato. As DAGs véao ativar a TYR e, portanto,
aumentar melanogénese. Isso mostra que a fisiopatologia do melasma é altamente complexa, uma
vez que envolve diversos sistemas e diferentes moléculas (RAJANALA; MAYMONE; VASHI, 2019).

Em momentos de concentracdo anormal de melanina, ocorrem os distarbios de pele, como
melasma. Com o aumento da expectativa de vida do ser humano, a importancia da qualidade de
vida, principalmente na area da estética, aumentou. A pele limpa, sem manchas é parte muito
importante da satisfacdo na aparéncia, especialmente para as mulheres (HAN; CHANG; KIM; CHO;
KIM, 2015).

As opcdes atuais do tratamento de melasma disponiveis geralmente produzem efeitos
colaterais indesejados e resultados abaixo do ideal. Os tratamentos tépicos de primeira linha
geralmente envolvem hidroquinona ou esteroides topicos (NOMAKHOSI; HEIDI, 2018). Os avan¢os
na nanotecnologia, combinados ao uso de produtos naturais, representam um campo de pesquisa
promissor, pois o Brasil € um pais de rica biodiversidade, principalmente na floresta amazonica.
Compostos naturais foram estudados e utilizados exponencialmente para o tratamento de diversas
doengas, incluindo o melasma (SIDDIQUI; SANNA, 2016).

A Aloe vera € uma das plantas medicinais mais populares no mundo, especialmente utilizada
para a prevencdo ou tratamento de doencgas de pele, cardiovasculares e até o cancer. Sua folha
possui diversas atividades biolégicas em virtude dos polissacarideos presentes, que podem passar
por processo de acetilagao e gerar mudancas nas suas funcgdes. Ela pertence a familia Liliaceae, que
compreende mais de 360 espécies ja estudadas. A Aloe barbadensis miller € a mais comum usada
para fins terapéuticos. A Babosa contém diferentes minerais e vitaminas, bem como aminoéacidos. E
rico em vitaminas A, B, C, D e E. Além disso, o principal polissacarideo bioativo da Aloe vera é a
Acemanana (ACE), que € um composto sollvel extraido do gel da folha (LIU et al., 2019). A ACE é

uma poliamanose soluvel - (1,4) -acetilada, composta principalmente de manose (84,9%), glicose
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(7,2%) e galactose (3,9%), onde os residuos de manose estao ligados a B- (1,4), e que apresenta
peso molecular de 1000-1600 kDa. Seu gel pode ser utilizado para diferentes doencas
dermatolégicas, como eczema, queimaduras, infeccdes de pele e achne (KUMAR; SINGH; GUPTA;
BISHAYEE; PANDEY, 2019).

O gel possui baixa penetracéo na pele, por possui propriedades hidrofilicas que séo barradas
pelo extrato cérneo da pele impermeaveis a agua. Contudo isso pode ser reversivel por existir varios
derivados constituintes da aloe vera que aumentam essa penetracdo. A fim de aumentar a
biodisponibilidade do gel, existem algumas maneiras que tornam esse composto mais disponivel,
como o encapsulamento em lipossomas que ajudam no fornecimento desse farmaco para as células
e na penetracdo do farmaco nas células (GHAFARZADEH; EATEMADI, 2017).

O efeito da Aloe vera foi estudado em pele hiperpigmentada, e foi demonstrado que possui
efichcia como agente de alteracdo da pigmentacdo (ALlI; GALGUT; CHOUDHARY, 2012). Ela
também pode conferir protecdo contra a RUV do tipo A, pois tem a capacidade de diminuir
significativamente a oxidagdo de espécies reativas de oxigénio, produzidas a partir da exposicao a
essa radiacdo (RODRIGUES et al., 2016).

O Melasma pode também ser chamada de “mascara da gravidez” pela alta prevaléncia nas
gestantes, refere-se a hiperpigmentacao irregular e manchada na face e tende a ocorrer na segunda
metade da gravidez e de uma forma desproporcional afeta as pessoas com a pele mais escura. O

z

principal objetivo do tratamento é retardar a proliferacdo de melandcitos inibindo a formacgéo e
promover a degradacdo dos melanossomos. Os inibidores da tirosina, 2 a 4% de hidroquinona e
acido ascorbico sdo amplamente utilizados para o tratamento do melasma durante a gravidez.
Considerando os diferentes efeitos colaterais existentes relatados na literatura, a maioria dos
tratamentos farmacoldgicos convencionais para o melasma sdo contraindicados para mulheres
gravidas. Entéo, os especialistas em cuidados com a pele tém apostado nos produtos desenvolvidos
a partir da Aloe vera, para aliviar os sintomas (BIEBER et al., 2017).

E comum entre as culturas das sociedades atuais se estabelecer como padrédo de beleza ter
um rosto perfeito, que ndo apresente nenhum tipo de mancha. Tal fato, torna a vida das pessoas com
0 melasma algo bastante aflitivo, fazendo-as buscarem de forma incessante por tratamentos rapidos
e eficientes que promovam a melhoria do problema. Dessa forma, este estudo é relevante para
mostrar a importancia de avaliar a etiologia do melasma conjuntamente com os beneficios que a Aloe
vera promove no tratamento dos individuos com esse distlrbio. Sendo assim, o presente artigo tem
por objetivo demonstrar, por meio de docagem molecular, as interacBes presentes entre uma

molécula bioativa presente na Aloe vera e os principais alvos envolvidos no melasma.
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1 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo in silico, onde foi realizada docagem molecular entre ligantes e alvos.
O ligante estudado foi a ACE, principal polissacarideo bioativo presente no gel da Aloe vera. Como
principais alvos envolvidos com a patogénese do melasma, foram escolhidos a enzima Tirosinase e a
Proteina quinase C beta.

Inicialmente, foi feito o download da estrutura 2D do ligante existente no banco de dados
PubChem em formato SDF, que estava registrado sob n° CID 7204. Em seguida, usou-se o Smiles
Online Translator (https://cactus.nci.nih.gov/translate/) para converté-lo em uma estrutura 3D. Por sua
vez, esta, foi levada ao programa UCSF Chimera 1.14 para preparacao e foi salva em formato mol2.

As estruturas dos alvos foram recuperadas do Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) sob
0 numero de registro 2Y9X (Tirosinase) e 2I0E (Proteina quinase C-beta), baixadas em formato PDB.
Posteriormente, os arquivos dos alvos foram encaminhados ao programa UCSF Chimera 1.14, onde
sofreram a retirada dos elementos estruturais indesejados, ions, moléculas de agua e ligantes, bem
como o acréscimo de H +, sendo entdo armazenado no formato PDB.

O docking foi realizado através do programa SwissDock, (http://www.swissdock.ch/), e as
moléculas foram enviadas para o sistema, definindo a area de encaixe de acordo com a localizacédo
do ligante original ou regido central da estrutura. As coordenadas utilizadas foram as seguintes:
centro X= -7.47321, Y= -27.177 e Z= 42.0704, com 20x20x20 para Tirosinase, X= 37.2736, Y=
54.7014, Z= 34.7784 e 20x20x20 para proteina quinase C beta. Neste processo, as proteinas foram
consideradas rigidas e o ligante flexivel. Por fim, os resultados foram analisados utilizando os

programas UCSF Chimera e Studio Discovery.
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2 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir dos célculos de FullFitness e AG demostram a espontaneidade
gue ocorreu entre a interacdo da molécula bioativa da Aloe vera e os alvos testados, uma vez que
apresentaram confirmagdes com calculos negativos (figuras 1 a 7). Se tratando de AG, a energia de
ligacdo esperada € negativa, demostrando que a menor energia € a melhor. Tal dado mostra o quao
espontaneo foi a ligacdo entre os complexos Acemanana/Alvos, melhorando essa formacao.

Na figura 1, apresenta-se a estrutura da Acemanana repleta de ligacdes carbono-hidrogénio
complexando com a enzima Tirosinase. Houve formacédo de pontes de hidrogénios (ligacdes mais
fortes) entre o bioativo e os aminoacidos Leucina 275 e Glicina 281. Ocorreu também ligacdo de
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carbono-hidrogénio nos aminoacidos Glicina 223, Serina 282, Prolina 274/277/284, Valina 248/283,
Fenilalanina 192. Além disso, houve também algumas ligacGes por for¢ca de van der Waals com os
aminoacidos Alanina 220, Fenilalanina 224, Triptofano 227 e Leucina 265.

Na figura 2, sdo observadas mais liga¢gdes com pontes de hidrogénio em compara¢do com a
imagem anterior, que aconteceu com os aminoacidos Glutamato 322, Prolina 270 e Arginina 268.
Ademais, também se verificou a presenca de mais ligacbes de van der Waals com os aminoacidos
Glicina 86/249/281, Leucina 63, Fenilalanina 192, Prolina 277/284, Valina 283 e Serina 282.

Na figura 3, demonstra-se que ocorreram quatro ligagbes por pontes de hidrogénios com
aminoacidos Prolina 270 e Arginina 268. Além dessas, ocorreram ligacSes por forca de van der

Waals com os aminoacidos Glicina 86, Treonina 261, Asparagina 81, Prolina 284 e Glutamato 322.
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Figura 1 — Representacao grafica bidimensional das melhores interacdes entre Acemanana e

Tirosinase. FullFitness -1487.20 e AG -10.67.
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Figura 3 — Representacdo grafica bidimensional das melhores interacbes entre Acemanana

e
Também foi realizado o estudo da atividade de outro alvo terapéutico, a proteina quinase C

beta, visando observar se sucedeu a ligagdo com a Acemanana. A partir dos resultados da docagem
molecular, foi possivel detectar que a interacdo ocorreu em quatro conformacdes principais

Na figura 4, verifica-se que a Acemanana formou ligagGes por pontes de hidrogénio com os
aminodacidos Fenilalanina 629, Aspartato 427, Valina 347 e Lisina 355. Além disso, aconteceu
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também ligacBes por forca de van der Waals com os aminodcidos Cisteina 622, Fenilalanina 353/633
e Glicina 426. E ainda, também ocorreram diversas ligagdes de carbono-hidrogénio em muitos outros
amino@cidos.

Na figura 5, pode-se observar a formacdo de muitas pontes de hidrogénio nos aminoacidos
Serina 352, Lisina 350/468, Aspartato 427/470, Tirosina 422 e Glicina 623.

Ja na figura 6, verifica-se que foram formadas pontes de hidrogénio com os aminoacidos
Aspartato 427/470/484 e com a Leucina 348.

E por fim, na figura 7, constatou-se que foram produzidas ligagdes por pontes de hidrogénios
com o0s aminoacidos Lisina 350 e Aspartato 427. Além dessas, as ligacdes de van der Waals

ocorreram com os aminoacidos Cisteina 622, Leucina 358, Fenilalanina 353/629 e Metionina 429.
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Figura 4 - Representacdo gréafica bidimensional das melhores interacdes entre Acemanana e

Proteina quinase C beta. FullFitness -1828.74 e AG -11.18.
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3 DISCUSSAO

Os seres humanos sofrem constantemente sob a radia¢éo solar. Como 6rgédo externo, a pele
age sendo a principal barreira protetora contra os raios UV. Avanc¢os recentes no entendimento dos
mecanismos de danos causados por essa exposicdo aumentaram o desenvolvimento de técnicas
para evitar alteracdes na estrutura e funcéo da pele.

Diante dos resultados da docagem molecular, foi possivel observar que houve interacédo da
Acemanana com a Tirosinase. Isso permite inferir que esse polissacarideo presente na Aloe vera é
capaz de modular a atividade enzimatica da Tirosinase, inibindo a formacdo de pigmento ou
melanogénese, possibilitando assim o uso do gel em formulagdes usadas no auxilio da
prevencao/tratamento do melasma.

De acordo com Mann et al., 2018 os inibidores classicos da tirosinase que é o 4cido Kdjico, a
Hidroquinona e a Arbutina, ndo foram capazes de inibir completamente a Tirosinase, na faixa de
concentracdo usada em um estudo comparativo que utilizou o rastreamento para avaliar os
compostos inibidores mais eficientes. O modo mais efetivo de cuidar da hiperpigmentagdo cutanea é
reduzir a geracéo de melanina por inibicdo da tirosinase. Mas, geralmente os inibidores de tirosinase
reproduzidos na literatura necessitam de eficacia clinica quando acrescentados em produtos tépicos.

Quase todos eles eram apenas testados contra mTyr e, portanto, embora seja eficaz contra mTyr, ela
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ndo é uma manipulagcdo homogénea, mas sim um complexo de varias isoenzimas de tirosinase e
pequenas quantidades de atividades enzimaticas extras que podem afetar os estudos da inibicdo de
maneiras inesperadas (PRETZLER; BIJELIC; ROMPEL, 2017).

Um estudo de docagem molecular realizado por Ghaffari et al, 2018, com derivados de
salicilaldeido, mais especificamente o aldeido 4-isopropil salicilico, para avaliar sua atividade
antimelanogénica, na qual o melhor resultado de AG foi -4,01Kcal/mol. Um resultado bem abaixo dos
obtidos utilizando o Acemanana como bioativo.

Com base nos resultados da docagem molecular, foi possivel observar que houve ligagdo da
Acemanana com a proteina quinase C beta, que também estd envolvida na ativacdo da
melanogénese. Como ocorreu a interacdo deste ligante-alvo com o principio bioativo da Aloe vera, o
resultado gerado € a inibicdo dessa proteina, que ir4 acarretar a diminuicao da producdo de manchas
ocasionadas pelo melasma. Como foi possivel perceber, a Acemanana mostrou interacdes com 0s

dois alvos analisados, prevendo que é possivel que essas interagdes também ocorram in vivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que ha diversas interacdes moleculares de importancia entre a molécula
bioativa da Aloe vera e alvos de interesse na patogénese do melasma. Sendo que essas interacdes
ocorrem de forma espontanea e com ligagdes importantes, como pontes de hidrogénio, em varios
residuos de aminoacidos (Alanina, Cisteina, Glutamato, Glicina, Lisina, Leucina, Metionina,
Asparagina, Prolina, Arginina, Treonina, Valina, Triptofano, Serina, Fenilalanina).

Portanto, fica comprovada a potencial eficiéncia da Aloe vera na prevencdo/tratamento do
melasma a nivel molecular, j4 que a interacdo mostrada leva ao bloqueio das proteinas envolvidas e,

consequentemente, ao bloqueio do processo de melanogénese.
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