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RESUMO:

A Morus nigra, também conhecida popularmente como amoreira ou amoreira negra, apresenta
diversos efeitos terapéuticos, ja demonstrados em estudos, como por exemplo, a acdo anti-
inflamatoria, antihiperlipidémica e, de maneira mais notavel, a potencial agdo despigmentante,
por meio da inibicdo da L-tirosinase, enzima que catalisa a sintese de melanina. Por
apresentarem grande potencial de agdo, inclusive terapéutico, as industrias estdo utilizando,
cada vez mais, extratos vegetais para extrair componentes capazes de auxiliarem diversos
ramos, desde a industria alimenticia até a farmacéutica, por isso se faz necessario a otimizagao
do processo extrativo, com o intuito de gastar menos recursos, como tempo e dinheiro. Dentro
esses contextos expostos, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de
obtencdo do extrato hidroetanodlico das folhas de Morus nigra, por meio da variagdo da
concentracao de etanol, tempo e método de extragdo, testados por meio de ensaios enzimaticos
de inibicdo da L-tirosinase e comparados com um padrdo positivo e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD), para
avaliar os compostos extraidos em cada extrato. Neste estudo foi possivel inferir que os
flavonoides isolados, isoquercetina e acido clorogénico, ndo atuam de maneira direta na
inibicao da enzima, porém a diminui¢do da concentracao do etanol no extrato pode ser viavel
para otimizar e substituir o extrato padrdo, além de economizar recursos. Outro fator importante
¢ o tempo de extragdo, pois os que foram extraidos em 2 horas por maceragao ativa obtiveram

valores altos de ICso em comparagdo aos demais.

Palavras-chave: Morus nigra; otimizacdo extrativa; L-tirosinase; inibicdo; extrato

hidroetanolico;



ABSTRACT:

Morus nigra, also popularly known as black mulberry, exhibits various therapeutic effects that
have been demonstrated in studies, such as anti-inflammatory and antihyperlipidemic actions,
and most notably, its potential depigmenting effect through the inhibition of L-tyrosinase, an
enzyme that catalyzes melanin synthesis. Due to their significant potential, including
therapeutic applications, industries are increasingly using plant extracts to obtain components
capable of assisting various sectors, from the food industry to pharmaceuticals. Therefore,
optimizing the extraction process is necessary to reduce resource consumption, such as time
and money. Given these contexts, the present study aimed to optimize the process of obtaining
the hydroethanolic extract from Morus nigra leaves by varying ethanol concentration,
extraction time, and method. These variables were tested through enzymatic assays for L-
tyrosinase inhibition and compared with a positive standard, followed by high performance
liquid chromatography with diode array detector (HPLC-DAD) analysis to evaluate the
compounds extracted in each sample. This study allowed us to infer that the isolated flavonoids,
isoquercetin and chlorogenic acid, do not directly inhibit the enzyme. However, reducing the
ethanol concentration in the extract may be a viable approach to optimize and replace the
standard extract while also saving resources. Another important factor is the extraction time, as
extracts obtained in 2 hours through active maceration showed high IC50 values compared to

the others.

Keywords: Morus nigra; extraction optimization; L-tyrosinase; inhibition; hydroethanolic

extract;
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1. INTRODUCAO

Os extratos vegetais estdo cada dia mais sendo investigados pela ciéncia com o intuito de
melhorarem a produgdo de diversos bens de consumo e até mesmo uma alternativa terapéutica,
logo servem como matérias primas para diversas industrias ao redor do mundo (Bolouri ef al.,
2022). Porém, para o processo de extracdo € necessario a utilizagdo de solventes organicos, que
se mostram mais poluentes para o meio ambiente, sendo capazes de atingir a atmosfera em areas

mais industriais por serem compostos organicos volateis (Vallecillos ef al., 2019).

Além disso, os solventes organicos também apresentam um risco para os trabalhadores das
industrias que os utilizam, pois podem causar, entre outras diversas condi¢des, hepatoxicidade
e o risco maior de nascimento de bebés pequenos para idade gestacional se a mae for exposta
de maneira ocupacional a esses solventes (Brauner et al., 2020; Enderle ef al., 2023). Uma das
estratégias para aprimorar o processo de extragdo e diminuir a poluicdo e a exposicao a esses

compostos organicos € a otimizacao extrativa.

A otimizagdo extrativa consiste em variar algumas etapas de um processo padrdo, como o
método, o solvente, a concentracao de matéria vegetal, entre outros, com o objetivo de melhorar,
em pelo menos um aspecto, todo o processo (Ferreira et al., 2020). Logo, essa pratica pode
auxiliar as industrias a diminuir a polui¢do ou, até mesmo, o tempo de producao de alguns

insumos farmacéuticos.

Os efeitos terapéuticos da Morus nigra L., comumente conhecida como amoreira ou até
amoreira negra, estdo sendo cada vez mais pesquisados e se mostram como uma potencial
alternativa para o desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns efeitos clinicos observados
na planta em estudos foram os e anti-inflamatdrios, antihiperlipidémicos e de controle da
glicemia (Lim; Choi, 2019). Ademais uma agdo significante do extrato vegetal das folhas da
amoreira foi o de agente despigmentante da pele, por meio da inibi¢do da enzima L-tirosinase
(De Freitas et al., 2016), o que pode ser de grande relevancia para as industrias cosmética e

farmacéutica.

Portanto, observando o contexto do processo da extracdo de plantas, o uso excessivo de
solventes organicos, bem como o impacto disso no meio ambiente e no tempo de producdo de
industria, este trabalho visa obter um extrato hidraetandlico de Morus nigra otimizado com

maiores atividades de inibi¢cao de tirosinase.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Morus nigra L.

A espécie Morus nigra L. (Figura 1) pertence a familia Moraceae que apresenta 1400
espécies (Watson; Dallwitz, 1992). A amoreira negra ¢ bastante difundida pelo mundo,
sendo amplamente cultivada nos paises europeus, asidticos, sul e norte americanos e
apresenta grande valor econdmico, pois, além de produzir frutos presentes na
alimentacdo desses povos, a planta ¢ usada na producdo da seda, porque € o Unico
alimento da espécie Bombyx mori, também conhecida como bicho da seda (Awasthi et

al., 2004).

Figura 1: Morus nigra, popularmente conhecida no Brasil como amoreira. Imagem
disponivel pelo site do Laboratorio Sistematico de Plantas da Universidade de Sao Paulo

(Amoreira — Morus nigra — Laboratério de Sistematica de Plantas, [s. d.]).

A amoreira preta ¢ uma arvore de porte médio, que em tamanho pode variar entre 4 a
5 metros, seu tronco apresenta textura rugosa e cor escura. Ja as folhas tem suas margens

serrilhadas, ponta delgada e base arredondada, além disso suas flores sdo pequenas e de

12



cor branca-amarelada e seus frutos de cor escura, assim como o seu miolo (Oliveira et

al., 2018).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao, a
amoreira ¢ originaria do continente asiatico, mas foi introduzida em nosso pais ainda no
periodo colonial e difundiu-se por todo o Brasil, com o fruto amplamente consumido e
cobrindo uma area aproximadamente de 38000 ha (de Almeida; Canto Fonseca, 2000).
Segundo estudos recentes, a M. nigra, apresenta diversos efeitos terapéuticos no corpo
humano, incluindo atividades antiinflamatdrias, anti-hiperlipidémicas e antidiabéticas
(Lim; Choi, 2019), especificamente as folhas da amoreira negra, que pesquisadas em
modelo in vivo foram demonstradas que o extrato vegetal dessa espécie de planta exerce
efeitos anti-inflamatdrias em ratos, por conta da presenca de terpendides e esteroides

presentes nas folhas (Padilha et al., 2010).

Outra potencial acdo presente no extrato vegetal das folhas da Morus nigra seria a de
agente despigmentante da pele, pois foi comprovado em estudos que a planta apresenta
uma capacidade significante na inibicdo da enzima L-tirosinase, enzima presente na

série de reagdes responsaveis pela sintese de melanina (De Freitas et al., 2016).

2.2. L-tirosinase
A enzima L-tirosinase tem como principal fungdo a catalizagdo das reacodes de
sintese da melanina, a melanogénese (Figura 2), e ¢ encontrada em diferentes seres
vivos, como plantas, mamiferos e insetos (Lerner et al., 1949). Essa enzima, também
denominada de EC 1.14.18.1, tem a capacidade de transformar a tirosina em
dopaquinona, produto final da reagdo catalisada pela tirosina, precursora da melanina,

pigmento presente em diversas espécies, desde bactérias até os seres humanos (Lai ef

al., 2018).
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Figura 2: Esquema enzimatico da melanogénese, que tem como objetivo a produgao dos
dois tipos de melanina, a feomelanina e eumelaninas, Imagem adaptada e traduzida (Ferreira

dos Santos Videira; Lima Moura; Magina, 2013).

Para a realizagdo de experimentos laboratoriais ¢ comumente utilizada a L-
tirosinase isolada do cogumelo Agaricus bisporus, que se apresenta na forma de uma
proteina heterotetramérica de massa molecular total de 120 kDa (Lai et al., 2016). A
utilizacdo da enzima advinda do cogumelo foi considerada estavel e confidvel para

ensaios relacionando a sintese de melanina (Morosanova et al., 2020).

A melanina ¢ um pigmento responsavel por dar cor aos cabelos, olhos e pele
humanos ¢ a tirosinase ¢ limitante no processo da melanogénese, tendo em vista que a
sua regulacdo negativa leva a inibicdo das reagdes de sintese (Pillaiyar; Manickam;
Namasivayam, 2017). Os agentes inibidores dessa enzima tem sido um grande foco da
industria cosmética, pois podem ser utilizados, dentre outras fung¢des, como
despigmentantes da pele e utilizados em tratamentos de condi¢des como melasma e

vitiligo (Parvez et al., 2006).

Algumas plantas ja vem sendo estudadas como agentes inibidores da tirosinase
como a soja (Bodurlar; Caliskan, 2022), o extrato aquoso de arroz fermentado vermelho
(Wu et al., 2003), os extratos vegetais de Chenopodium album, Aloe ferox, Plantago
lanceolata (Thibane et al., 2019), inclusive extrato brutos de plantas do cerrado
brasileiro, como por exemplo a cagaiteira (Eugenia dysenterica), barbatimao-verdadeiro

(Stryphnodendron adstringens) (Souza et al., 2012) e a amoreira negra (Morus nigra)
14



(De Freitas et al., 2016). Tendo em vista os potenciais farmacoldgicos e cosméticos
desses extratos € necessdrio otimizar o processo de extracdo para que sejam
apresentados como uma alternativa terapéutica a ser produzida pela industria

farmacéutica.

2.3. Otimizagao da extragdo vegetal

A utilizacdo de extratos vegetais ocorre amplamente em industrias de diversos
tipos de atuagcdo como na de alimentos, para preservacao de carnes e prevenir a formagao
de compostos ndo saudaveis em frituras (Bolouri et al., 2022; Li et al., 2023), na
industria cosmética, por conta das agdes anti-inflamatorias e antioxidantes dos extratos
(Bolouri ef al., 2022), e na industria farmacéutica, para preparar medicamentos a base
de plantas (Bolouri ef al., 2022). Logo, por serem utilizados de maneira tao difundida,
a otimizagao da extracdao deve ser realizada, para diminuir custos e impactos a0 meio

ambiente.

Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de otimizar a extracao
vegetal com diversas finalidades, como a otimiza¢dao do extrato de Millettia pulchra
utilizado para o tratamento de dores nas articulagdes entre outras condi¢des (Vo et al.,
2021) e também no caso do extrato vegetal de Pau-ferro que tem, dentre diversas
fungdes, atividade antifungica e analgésica (Ferreira et al., 2020). Para aprimorar a
extracao € necessario variar padroes ja existentes no extrato padrao, como a quantidade
de material vegetal, de solvente, método ou tempo de extragao, assim como observamos

nos estudos ja realizados (Ferreira et al., 2020; Vo et al., 2021).

A melhoria da eficiéncia do processo extrativo ¢ benéfica, porque pode aumentar
o valor industrial do produto, pois a industria tem a capacidade de economizar recursos

como matéria prima, solvente e tempo (Kaur ef al., 2020; Pandey et al., 2018).
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3. OBJETIVOS
O estudo tem como objetivo principal otimizar a obten¢do do extrato hidroetanolico de
Morus nigra em comparagdo ao padrdo realizado na rotina do Laboratério de Produtos
Naturais (LaProNat), localizado na Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de

Brasilia.
Para isso foram tragcados os seguintes objetivos secundarios:

1. Coletar as folhas da Morus nigra L., secar e pulverizar como o fim de obter a
quantidade suficiente de material vegetal para a producao dos extratos;

2. Obter quatro diferentes tipos de extratos por meio da variagdo dos recursos tempo
de extragdo e concentracao de solvente;

3. Obter dois extratos por meio da variacao de concentragao de solvente e pelo método
da maceragdo ativa utilizando o equipamento Infuzion 420®;

4. Comparar, por meio de analises cromatograficas utilizando Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia e a atividade de inibicdo de L-tirosinase, os seis extratos

produzido com o padrao produzido comumente no LaProNat;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.0btencao do material vegetal
As folhas da espécie vegetal Morus nigra L. (Figura 3) foram coletadas no dia
14 de dezembro de 2023 de 10h as 11h, na Area Octogonal Sul 8 (-15.80156; -
47.94357), localizada em Brasilia- DF. Durante esse periodo foi registrado, na regido
temperatura ambiente variou de 23 a 25 °C e a umidade relativa estava a 75%, segundo

dados obtidos através do Instituto Nacional de Meteorologia.
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Figura 3: Folha de Morus nigra coletada no dia 13 de dezembro de 2023 e utilizada para

a elaboragdo dos extratos. Imagem propria.

Logo em seguida o material botanico foi preparado no Laboratério de Produtos
Naturais, localizado na Faculdade de Ciéncias da Saude, ¢ colocado na estufa a 40°C
por 4 dias para retirar toda a umidade. Depois das folhas estarem totalmente secas, foi
realizado o teste de teor de umidade das folhas em triplicata com amostras com média
de 1,24 gramas utilizando um analisador de umidade com infra vermelho. Todo o

material coletado foi pulverizado e armazenado em um recipiente de vidro sob abrigo

da luz e da umidade.

17



O material botanico foi devidamente identificado conforme voucher da espécie
(Fagg CW 2302) depositado no Herbario da Universidade de Brasilia, pelo Prof.
Christopher W. Fagg do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

4.2. Obtencao dos extratos

Os seis extratos foram preparados no Laboratério de Produtos Naturais, com
variagcdes nos parametros utilizados no extrato realizado na rotina do laboratorio e
descrito por De Freitas ef al., 2016, incluindo concentracdo de solvente, método de
maceracao e tempo (Tabela 1). Quatro extratos foram obtidos por maceragdo passiva,
ou seja, o material biologico em contato com o solvente. Dois desses foram preparados
com um solvente de 60% de etanol e os outros dois com a solugdo de etanol a 80%. Em
todos foram utilizados 100 g de folha pulverizada e 500 mL de solugdo solvente, em

uma propor¢ao de 1:5, variando a concentracdo de etanol.

Tabela 1: Extratos obtidos a partir das folhas de Morus nigra com variacdo da

porcentagem de solvente, tempo de extragdo e método extrativo.

Tempo
Porcentagem
Extrato de Método de Extracao
Etanol
Extracao

E60.5 60% 5 dias Maceragao passiva
E80.5 80% 5 dias Maceragao passiva
E60.10 60% 10 dias Maceragao passiva
E80.10 80% 10 dias Maceragao passiva
Ea.60 60% 2 horas Maceracgao ativa
Ea.80 80% 2 horas Maceracgao ativa

Apo6s 5 dias, foram realizadas a filtragem a vécuo, rotaevaporacdo e teor de
solidos totais de uma amostra com o solvente a 60% (E60.5) e outra com o solvente a
80% (E80.5), com 10 dias os outros dois extratos (E60.10 e E80.10) passaram pelos
mesmos processos dos anteriores, todos foram armazenados no congelador a -20 °C para

depois serem utilizados nos demais ensaios.

Para a obten¢do dos extratos de produzidos por maceragdo ativa, foi utilizado o
equipamento Infuzion 420®, programado no modo de extra¢ao “Do it yourself (DIY)”,

que, de acordo com o manual de uso, € possivel a personalizacao dos ciclos de extragdo.
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Logo para cada ciclo, Ea.60 e Ea.80, foram adicionados 50g de folhas mais 500 mL de
solu¢do solvente hidroetandlico, um com a concentracao de 60% de etanol e o outro
com 80%, em um ciclo de 2 horas a 25°C (77°F indicado pelo Infuzion 420®). Nos dois
primeiros minutos de cada extragdo se inicia 5 pequenos ciclos de 20 segundos de
rotagdo da lamina com 5 segundos dela parada, para homogeneizar a planta com o
solvente, em seguida o equipamento fases de 5 segundos em agitacdo com a lamina e
45 segundos parada, até finalizar o tempo de extracdo. Assim como os de maceracao
passiva, eles foram filtrados a véacuo, rotaevaporados e armazenados a -20°C para a

realizagao dos ensaios.

4.3. Teor de solidos totais
Os teores de umidade e so6lidos totais dos extratos hidraetanolicos filtrados foram
obtidos por meio do analisador de umidade por infravermelho (Gehaka modelo IV200)
em triplicata com amostras de cerca de ImL para cada um dos seis extratos elaborados
por maceracao passiva (E60.5, E80.5, E60.10 e E80.10). O equipamento foi pré-

aquecido a 100°C e configurado na fungao auto-dry.

4.4. Rendimentos extrativos
Para o calcular a porcentagem dos rendimentos extrativos da Morus nigra, apds
a rotaevaporacao, relacionando o peso final dos extratos e a massa de folha utilizada

no processo, foi utilizada a seguinte formula:

Peso final do extrato (g)

Rendi to (%) = X 9
endimento (%) Quantidade em gramas da folha pulveridada utilizada 100%

Quantidade de folha utilizada: 100 g.

4.5.Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-
DAD)

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas no

equipamento (Hitachi) com coluna (LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e

-5 um) e pré-coluna (LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e - 5 um) mantidas a

25°C com fluxo de 0,6 mL por minuto e tempo de andlise de 55 minutos. Os eluentes

usados foram: solucdo a 1% de 4acido fosférico (Tédia) na bomba A e acetonitrila
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(Tédia) na bomba B em sistema de eluicdo por gradiente (Tabela 2). Com intervalo

de analise de 230 a 400 nm e dados extraidos em 280 € 354 nm

Tabela 2: Gradiente de eluicdo para a andlise por CLAE-DAD na detec¢do de flavonoides,
utilizado nesse trabalho, retirado de Leite ef al., 2014 e adaptado por De Freitas et al., 2016.

(%) Solugao de

Tempo em Fluxo em
acido fosforicoa (%) Acetonitrila
minutos mL/minuto
1%
0 90 10 0,6
40 70 30 0,6
51 90 10 0,6
55 90 10 0,6

Para o preparo da amostra foram pesados 6 mg dos extratos elaborados em
balanca analitica e solubilizados em 1 mL de Metanol grau HPLC. Todas as solugdes

obtidas foram filtradas com unidades de filtragao Millex a 0,45 um (Merck Millipore).

Os teores dos padrdes acido clorogénico e isoquercetina encontrados nos
extratos das folhas de M. nigra foram comparados utilizando os valores das areas dos
picos que correspondem ao tempo de retencao dos marcadores que estao presentes na

biblioteca do equipamento. Todos os cromatogramas correram em triplicata.

4.6. Inibicao de tirosinase
Os ensaios de inibi¢ao de tirosinase foram realizados de acordo com os trabalhos
anteriores do grupo de pesquisa do Laboratorio de Produtos Naturais. No estudo
(Souza et al., 2012) foi anteriormente testados os extratos aquoso, etanolico e
hexanico de M. nigra para a inibi¢do enzimatica da tirosinase e somente o etanolico
apresentou uma inibi¢do significante em relagdo aos demais, por isso o solvente

extrator escolhido foi o etanol.

Para realizar os testes de inibicdo de tirosinase, todos os extratos foram
anteriormente diluidos de maneira seriada com tampao fosfato de sddio a 50 mM pH
6,5, atingindo as seguintes concentragdes: 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 png/mL, 125
pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 ng/mL, 7,1 pg/mL, 3,9 pg/mL, 1,96 ng/mL,

0,97 ug/mL e 0,49 pg/mL.
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Todos os seis extratos (E60.5, E80.5, E60.10, E80.10, Ea.80 e Ea.60) foram
testados em triplicata numa placa de 96 pocos utilizando 60 pL de tampao de fosfato
de so6dio a 200mM e pH 6.5, junto com 10 pL das dilui¢des dos extratos e 50 puL de
tirosinase a 250 U/mL (Sigma Aldrich, T382), entdo esperou 5 minutos a 25°C,
protegido da luz. Apds esse tempo, foi adicionado mais 100 puL de L-tirosina 100 mM
em cada um dos pocos em seguida a placa foi incubada por 20 minutos, a 25°C,

também ao abrigo da luz.

Para o branco, necessario para descontar nos valores das leituras, adicionou-se
100 uL do tampao fosfato de sodio a 50 mM e pH 6,5, para substituir a L-tirosina de
uma linha da placa. J4 para o controle positivo foi feito, em triplicada, a adi¢do de
solugdes acido kojico (Merck - K3125) nas mesmas concentragdes dos extratos de
Morus nigra. Além dos extratos elaborados, foi testado também o extrato padrao
realizado pelo laboratorio e descrito em De Freitas et al., 2016 (extrato padrdo), nas

mesmas concentragoes da dilui¢ao seriada citada anteriormente.

Apo6s 20 minutos, efetuou-se a leitura da placa em um leitor de microplaca
(Beckman Coulter, modelo DTX 800, Lagerhausstrasse - Austria) a 450nm. Assim,
possibilitou-se o calculo da inibi¢ao pela férmula:

[(C — 4) x 100]
C

Inibicao de tirosinase (%) = 100 —

Em que C corresponde a absorbancia do controle positivo da enzima, feito com
acido kojico e A a absorbancia das concentragdes dos extratos testado subtraido do

branco.

4.7. Analise estatistica
A partir dos valores obtidos da CLAE-DAD e da absorbancia do ensaio de
inibicao da tirosinase foi possivel a construgdo de curvas, de area de picos de retengdo
e outro de inibig¢do para cada um dos extratos e o controle positivo dado por porcentagem
de inibicdo versus o logaritmo da concentracdo dos extratos vegetais. Utilizando o
software GraphPad Prism 5.0®, sendo possivel prever uma possivel concentracdo dos

flavonoides e também deduzir o ICso de cada preparacao feita a partir da Morus nigra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento
Apds os procedimentos para a obtencdo dos extratos e rotaevaporados, o

rendimento obtido nos seis extratos foi calculado e demonstrando na Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento calculado para os extratos obtidos, a partir do peso final.

Extrato Peso Final Rendimento

E60.5 6,033g 6,0%
E80.5 5,019 g 5,0%
E60.10 6250 ¢ 6,2%
ES0.10 4,880 ¢ 4,8%
Ea.60 8,53 ¢ 8,5%
Ea.80 7,02 ¢ 7,02%

Levando em consideragdo os valores encontrados pode-se afirmar que a
maceracao ativa apresentou um maior rendimento em consideracdo aos demais.
Contudo, mesmo com essa diferenca entre os métodos e o que foi obtido de extrato, ndo
¢ possivel afirmar se eles extrairam ou nao mais metabolitos, principalmente os
relacionados a inibi¢do da L-tirosinase, logo sdo precisos dos outros ensaios para ter

desfechos mais detalhados.

Em Chen et al., 2022 que compara a efetividade da maturidade da extragao de
frutos e folhas com a diferentes solventes, ¢ possivel observar que a extragao com 60%
de etanol em folhas maduras de Morus alba, que equivale ao elaborado, obteve um dos
melhores rendimentos, igual a 6,28 % (Chen et al., 2022) muito similar aos obtidos nos

ensaios.

5.2. Porcentagem dos sélidos totais

O teor de solidos totais dos extratos hidraetanoélicos filtrados foram obtidos para
cada um dos extratos elaborados por maceragdo passiva, em triplicada, por meio por meio
do analisador de umidade por infravermelho (Gehaka® modelo 1V200). Os valores
médios dos resultados e seus respectivos desvios padrdo estdo demonstrados no grafico
presente na Figura 4 em comparacdo ao extrato feito na rotina do LaProNat (Extrato

padrdo).
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% de solidos totais
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E60.5 E80.5 E60.10 E80.10 Extrato
padrio
Figura 4: Valor médio e desvio padrao da porcentagem de solidos totais de cada extrato

filtrado de Morus nigra em comparagao ao padrao também realizado por maceragdo passiva.

Para cada um dos extratos tivemos um valor de médio para o E60.5 igual a
1,60%, para o E80.5 de 1,80%, ja para o E60.10 igual a 2,20% e o E80.10 de 1,70% e
para o padrdo de 1,60%. Considerando que o extrato padrao necessita de 95% de etanol
na solu¢do hidroetandlica e 10 dias para ser realizado, conseguimos, em termos de
solidos totais, resultados proximos em extratos utilizando quantidades

significativamente menores de etanol € em menor tempo.

Analisando o trabalho realizado por De Freitas ef al. em 2016, que baseou-se
para a elaboragao do extrato padrao, apresentou a porcentagem de sélidos totais média
de 1,63%, resultado similar que obtivemos no extrato elaborado de acordo com a rotina
do laboratorios e os otimizados. Isso pode indicar que todos os extratos otimizados, tanto
em relagdo a mudanga da concentracao de solvente quanto a alteragdo do tempo de
extracao, tiveram capacidades similares de extracao de componentes da folha da Morus

nigra capazes de inibir a L-tirosinase.

5.3.Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-
DAD)

Apods a elaboracdo de todos os seis extratos foram realizadas corridas no

Cromatograma, com dilui¢cdes de 6 mg/mL, analisadas em diferentes comprimentos de

onda, 280 nm (figura 5), 330 nm (figura 6) e 354 nm (figura 7).
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Figura 7: Cromatogramas dos extratos E60.5 (A), E60.10 (B), E80.5 (C), E80.10 (D), Ea.60 (E)
e Ea.80 (F) a 354 nm

Todos os perfis gerados foram comparados aos padrdes de Acido Clorogénico e
Isoquercetina assim como em De Freitas et al., 2016. Observando os cromatogramas realizados

com a leitura a 280nm (Figura 5) e os tempos de retencdo em torno de 17 minutos ¢ possivel
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observar bem as areas de pico de acido clorogénico de cada extrato, o que pode nos sugerir uma

concentragdo do composto, de acordo com a area do pico, a porcentagem de similaridade com

o padrdo, demonstrado na Tabela 4 e Figura 8.

Tabela 4: Relagdo entre os tempos de retengdo dos extratos, pureza do pico, média das areas

dos picos e similaridade de cada padrdao obtido por meio de cromatogramas com leitura a

280nm.
Porcentagem de
Tempo de
Pureza do Média das areas  similaridade com o
Extrato retencao
pico (mAU*min) padrio de acido
(minutos)
clorogénico
Extrato
17,127 0,96 3.425.211 99,98 %
Padrao
E60.5 17,920 1,000000 1.648.322 99,98 %
E60.10 17,907 1,000000 1.055.805 99,96 %
E80.5 17,920 1,000000 6.157.704 100 %
ES80.10 17,947 1,000000 5.405.794 100 %
Ea.60 17,873 1,000000 754.655 99,89 %
Ea.80 17,913 1,000000 8.420.908 100 %

27



mAU

mAU

mAU

mAU

100 } 100
50 *\ 50
0 T T v 0
250 300 350 400
nm
100 — N F100
- _F‘,\ / B
0 = = 0
250 300 350 400
am
- 100
50 50
0 . i 0
250 300 350 400
nm
1004 - - 100
w_’f\ B
0 T T - 0
250 300 350 400
nm
100 =" F100
L /\
504\ 50
\ [
0 - T T 0
250 300 350 400
am
100 —— 100
501 +50
0 T v : 0
250 300 350 400

mAU

mAU

mAU

mAU

Hit #: 2

Library: C:\EZChrom
Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
padrées\Acido Clorogénico_Met Morus
18112024.lib

Source: C:\EZChrom
Elite\Enterprise\Projects\Artur\Data\18112024\AcClo
ro40-Rep1.dat

Component: Spectrum @ 17,68 Min
Retention Time: 17,6800 Min
Similarity: 0,9998

Hit #: 2

Library: C:\EZChrom
Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
padrdes\Acido Clorogénico_Met Morus
18112024.lib

Source: C:\EZChrom
Elite\Enterprise\Projects\Artur\Data\18112024\AcClo
ro40-Rep1.dat

Component: Spectrum @ 17,68 Min
Retention Time: 17,6800 Min
Similarity: 0,9996
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Figura 8: Os extratos E60.5 (A), E60.10 (B), E80.5 (C), E80.10 (D), Ea.60 (E) e Ea.80 (F)

apresentaram tempos de reteng¢do entre 17,873 e 17,947 minutos, com alta similaridade (>

0,9989) em relagdo ao pico padrdo de acido clorogénico.
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O tempo de retengdo do Padrio de 4cido clorogénico presente no equipamento
de CLAE-DAD ¢ de 17,68 minutos ¢ possivel, relacionando a pureza de pico, concluir
que nas amostras testadas o acido clorogénico apresenta um tempo de retengdo médio
entre 17 e 18 minutos, porém essa variagdo pode nos indicar também ser um derivado
de 4cido clorogénico. Ademais, analisando as areas dos picos, sendo que quanto maior
area maior a quantidade de flavonoide presente, pode-se inferir que o acido clorogénico
¢ mais extraido com onde ha uma concentragdao maior de etanol, considerando inclusive

a mesma quantidade de dias de extracao.

Ao comparar os cromatogramas do extrato padrdao com os E80.10 e o Ea.80
(Figura 9), observa-se pelos picos que, além de uma leve diferenca no tempo de
retencdo, que os picos dos extratos otimizados apresentam uma area maior, 0 que se

pode inferir que foi extraido uma concentragdo maior de acido clorogénico.

DADGHE 220 nm . OAU-OHZ M0 DADCHEZ 3000 o
Mores Edruto Saruw €801 E8090 1
Retcanon Time

Arca

50

401

30%

26867 1112682

mAU

12287 862404

Minutes

Figura 9: Comparacdo dos cromatogramas do extrato padrao (preto), E80.10 (verde) e Ea.80

(azul) que demonstra a diferenga dos tempos de retengdo e das areas dos picos.

J& nos cromatogramas realizados com leitura a 354nm, Figura 7, ¢ viadvel
observar picos com similaridade bem proxima ao padrdo e isoquercetina, como ¢

possivel analisar na Tabela 5 e na Figura 10, a seguir.

Tabela 5: Relacdo entre os tempos de retengdo dos extratos, pureza do pico, areas dos picos e
as melhores similaridades obtidas com o padrio de isoquercetina, observados nos

cromatogramas com leitura a 354nm.
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Porcentagem de

Tempo de .
Pureza do Areas similaridade com o
Extrato retencao
pico (mAU*min) padrao de
(minutos)
isoquercetina
Extrato
32,290 0,996900 1.809.379 99,94 %
padrao
E60.5 17,220 0,877574 497.708 99,12 %
E60.10 17,200 0,829578 313.985 99,01 %
E80.5 33,247 1,000000 1.259.306 99,99 %
E80.10 33,240 1,000000 3.376.238 99,98 %
Ea.60 33,253 0,991586 1.045.093 99,81 %
Ea.80 33,240 1,000000 4.536.987 99,98 %

30



250 N — k250 Hit #:3
200 - 7(\ \ — 200 Library: C:\EZChrom
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100 4 - Y, 100 padrdes\isoquercitrina 100 pg_mL.lib
504 r 50 Source: C:\EZChrom
250 300 350 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci
nm trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9912
250 » — 250 Hit #: 3
200 \/\ \ N - 200 Library: C\EZChrom
% 1504 ) 4,«!-”'/ \\‘;\ 150 g Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
100 4 il w100 padrdes\isoquercitrina 100 ug_mL.lib
50 - 50 Source: C:\EZChrom
250 300 350 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci
nm trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9901
C 250 — - 250 Hit #: 1
200 ; - 200 Library: C:\EZChrom
2 150 150 2 Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
100 et - 100 padrdes\isoquercitrina 100 pg_mL.lib
50 50 Source: C:\\EZChrom
250 300 50 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci
nm trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9999
D 250 — 250 Hit #:1
200 - J\ 200 Library: C:\EZChrom
2 150 150 2 Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
100 100 padrdes\isoquercitrina 100 ug_mL.lib
50 50 Source: C:\EZChrom
250 200 %0 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci
nm trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9998
250 4 e — - 250 Hit #: 1
2004\ - 200 Library: C:\EZChrom
2 104 \ -150 2 Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
100 - N - 100 padrdes\isoquercitrina 100 ug_mL.lib
50 1 50 Source: C:\\EZChrom
260 300 350 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci
nm trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9981
250 4 - 250 Hit #: 1
2004\ / - 200 Library: C:\EZChrom
2 1504 150 2 Elite\Enterprise\Projects\Biblioteca de
100 4 100 padroes\isoquercitrina 100 ug_mL.lib
50 50 Source: C:\EZChrom
250 300 350 400 Elite\Enterprise\Projects\Patricia\08052015\isoquerci

trina 100 ug_mL-Rep3.dat
Component: isoquercitrina 100 ug_mL
Retention Time: 28,6800 Min
Similarity: 0,9998

Figura 10: Comparagdo dos picos cromatograficos a 354 nm - os extratos E60.5 (A) e E60.10

(B) apresentaram tempos de reten¢do em torno de 17,2 minutos, enquanto E80.5 (C), E80.10
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(D), Ea.60 (E) e Ea.80 (F) mostraram tempos préximos a 33,24 minutos. As similaridades com

o0 pico padrdo de isoquercetina variaram entre 0,9901 e 0,9999.

O tempo de retengdo do padrdo de isoquercetina comparado com os picos dos
extratos analisados equivale a 28,6800 minutos. Os extratos elaborados com menos
etanol obtiveram um tempo de retengdo muito menor, pureza do pico, area e
porcentagem de similaridade inferiores aos demais testados, porém os demais tiveram
atividades significantes. Analisandos os extratos com 80 % de etanol podem-se inferir
que o isoquercetina também apresenta uma afinidade melhor com etanol do que com
agua e que o tempo pode interferir diretamente na extracdo o flavonoide, além de a

maceracao ativa apresentar uma grande capacidade extrativa do componente.

5.4. Avaliagao da inibi¢ao da enzima L-tirosinase
Com o objetivo de analisar a capacidade de inibi¢do da L-tirosinase dos extratos
otimizados, todos os seis elaborados em laboratorio e o padrao foram testados e
comparados ao controle de acido kojico (AK) (Merck - K3125), ja conhecido como um
potente inibidor da enzima. Os valores de ICso foram determinados a partir da
constru¢do de uma curva de dose-resposta das dilui¢des seriadas realizadas dos extratos
e do padrdo, construidas através do software GraphPad Prism 5.0® e podem ser

observados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados dos valores de ICso calculados pelo GraphPad Prism 5.0® a partir dos

dados obtidos das leituras das placas de inibi¢ao da L-tirosinase.

Extrato ICs0 em pg/mL
Acido Kéjico 9,592
Extrato Padrao 70,70
E60.5 294,1
E60.10 72,19
E80.5 71,01
E80.10 33,42
Ea.60 190,5
Ea.80 513,2
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O ICso, ou também 2Vmax como ¢ referido no livro Principios de bioquimica
de Lehninger (NELSON; COX, 2018), consiste na concentracao de inibidor necessaria
para inibir 50% da ag@o da enzima, possivel observar nesse ensaio pois a ndo inibi¢ao
leva a oxidacdo da L-Dopa pela enzima que produz dopaquinona, que apresenta um tom
alaranjado. Na figura 11 pode-se observar as curvas de inibi¢ao do acido kogico e do
extrato padrao realizado na rotina do LaProNat, para o padrao positivo foi obtido um
ICso médio de 9,592 pug/mL, j& para o extrato de M. nigra um valor médio de 70,70
pg/mL, um valor muito alto em comparagao ao AK, porém de acordo com estudos ja
realizados esse resultado ja era esperado e ndo tira a relevancia do potencial inibitério

do extrato vegetal (De Freitas et al., 2016).
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Figura 11: Curva de inibicdo de L-tirosinase que compara o potencial de inibi¢do do acido
kojico (AK), padrao positivo, e o potencial de inibigao do Extrato Padrao (E.P), ja realizado na

rotina do laboratorio.

Ao observar as curvas elaboradas com as porcentagens de inibicao dos extratos
feitos por maceragdo passiva, porém com uma menor concentragao de solvente € em 5
dias, em comparacdo aos valores de AK (Figuras 12 e 13), pode-se concluir que o valor
de ICso médio do E80.05 ¢ de 71,01 pg/mL, este muito similar ao atingido pelo extrato
padrdo, porém utilizando menos recursos, logo pode ser uma 6tima alternativa para a
economia de solvente. Ja para o E60.5 apresentou um valor médio de 294,9 ng/mL, com
uma relevincia extremamente baixa, pois para esse extrato € necessaria uma
concentragdo muito alta para inibir 50 % da L-tirosinase em comparag¢do ao padrio

positivo.

33



150 o
Acido Kojico
1004 - EB805

ibicao

% de inibi
o
S
1

L
-
N
w
=Y

504 Log [extratos vegetais]

Figura 12: Curva de inibi¢do de L-tirosinase que compara o potencial de inibi¢do do acido
kojico (AK), padriao positivo, e o potencial de inibicdo do Extrato E80.5, que apresenta um

valor de ICso muito proximo ao extrato padrao, se tornando uma possibilidade de otimizacao.
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Figura 13: Curva de inibigdo de L-tirosinase construida pelo software GraphPad Prism 5.0®,
que compara o potencial de inibicdo do 4cido kojico (AK), padrdo positivo, e o potencial de

inibicao do E60.5, que apresenta um valor médio de ICso muito alto em relagdo ao AK.

Ja as curvas de inibicdo dos extratos elaborados com menos etanol, porém na
mesma quantidade de dias do padrao (E60.10 ¢ E80.10) em comparacao ao padrdo
positivo (Figuras 14 e 15) apresentaram um valor médio de 1Cso utilizando 80 % de
etanol igual a 33,42 pg/mL, refletindo que na mesma quantidade de dias, mas com 15
% a menos de concentracdo de solvente, pode-se ter a capacidade de extragdo de
componentes inibitdrios mais efetivos. Contudo, utilizando menos 35 % de etanol, caso
do E60.10, foi atingido um ICsp de 72,19 pg/mL, valor muito similar a0 mesmo
parametro do extrato padrdo, mas utilizando uma quantidade significativa menor de

solvente organico, podendo ser uma alternativa melhor para o meio ambiente e mais

barata.
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Figura 14: Curva de inibi¢do de L-tirosinase construida pelo software GraphPad Prism 5.0®,
que compara o potencial de inibicdo do 4cido kojico (AK), padrao positivo, e o potencial de

inibi¢do do E80.10 que apresenta um IC50 bem inferior aos anteriormente testados.
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Figura 15: Curva de inibigdo de L-tirosinase construida pelo software GraphPad Prism 5.0®,
que compara o potencial de inibicdo do 4cido kojico (AK), padrdo positivo, € o potencial de

inibicdo do E60.10 que apresenta um ICso do extrato elaborado muito similar ao do Extrato

Padréo.

Analisando as curvas de porcentagem de inibi¢ao construidas a partir dos valores
obtidos pelos extratos elaborados por maceragao ativa (figura 16 e 17), com a utilizagdo do
Infuzion 420®, os valores de ICso sdo mais altos comparados ao controle positivo e aos
demais extratos, sendo o ICso médio do Ea.60 igual a 190,5 pg/mL e o do Ea.80 equivalente
a 513,2 pg/mL. Pode-se associar a obtengdo de valores tao altos o curto tempo do ciclo de

extracdo realizados, 2 horas, em comparagdo ao tempo de extracdo de todos os demais.
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Figura 16: Curva de inibi¢do de L-tirosinase construida pelo software GraphPad Prism 5.0®,
que compara o potencial de inibicao do acido kdjico, padrdo positivo, € o potencial de inibigao
do Ea.60 que apresenta um ICsp muito acima do que os demais extratos, apresentando um

potencial de inibicdo bem inferior aos demais.
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Figura 17: Curva de inibicdo de L-tirosinase que compara o potencial de inibi¢do do acido
kojico e o potencial de inibicdo do Ea.80, demonstrando que seu potencial de inibicdo ¢ bem

inferior ao padrdo e aos demais estratos elaborados e testar, apresentando um I1Cso mais elevado

que os demais.

Em Jeon; Choi, 2019, foram realizados extratos com as folhas de M. alba utilizando
metanol e foi particionado em éter (Et20), acetato de etila (EtOAc) e n-butanol (n-BuOH) que
também foram testados frente a inibi¢ao de L-tirosinase. O ICsoda inibi¢ao de tirosinase com o
extrato bruto foi igual a 130.93+1.32 pg/mL, superior aos anteriormente testados nesse
trabalho, entre eles o extrato padrdo, o E60.5, 0 E80.5, 0 E60.10 e E80.10. Ja as fragdes testadas

apresentaram valores menores, porém similares aos dos extratos hidraetanolicos testados, com
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excecdo ao EtoO em que o ICso para inibigdo da tirosinase foi igual a 20.73+0.83 pg/mL (Jeon;

Choi, 2019).

Ja em Koirala et al., 2018, ¢ demonstrado que os compostos fenolicos presentes nos
extratos vegetais de Morus sp, incluindo a Morus nigra, que potencialmente apresentam a a¢ao
inibitdria da L-tirosinase. Entre esses compostos estdo Kuwanon G e Mulberrofuran G, isolados
de extrato da raiz de Morus alba, que apresentaram um ICso frente a inibi¢ao de tirosinase de
67,6 £ 2,11 pM/mL (29,65+0,92 pg/mL) e 6,35 + 0,45 pM/ml (2,26+0,16 pg/mL),

respectivamente (Koirala et al., 2018).

Portanto diversos estudos nos demonstram que o género Morus sp. apresentam diversos
compostos fitoquimicos capazes de inibir a acao da tirosinase, o que pode levar ao clareamento
de regides hiperpigmentadas. Foi observado que compostos isolados do extrato da raiz de
Morus alba, como os fendlicos, apresentam um ICsp bem inferior em comparagdo aos extratos
brutos (Koirala et al., 2018), porém bem similar ao E80.10, de ICso igual a 33,42 pg/mL,
demonstrando ser uma alternativa viavel ao Extrato padrao, principalmente para a economia de
solventes organicos. Nota-se também na literatura a viabilidade da utilizacdo de outros
compostos organicos, como o metanol, para a extragao (Jeon; Choi, 2019), contudo, analisando
suas parti¢oes, ¢ observado uma acao similar e até superior nos extratos elaborados com etanol

e testados.

6. CONCLUSAO

Tendo em vista todos os resultados discutidos, pode-se inferir que os flavonoides de
maneira isolada, isoquercetina e acido clorogénico, ndo atuam diretamente para a inibi¢ao da
L-tirosinase, visto no extrato Ea.80, que obteve no cromatograma, uma area de pico maior que
o extrato padrdo e um ICso muito elevado comparado ao padrdo e ao acido kojico. Porém, ¢é
importante ressaltar que a alteracdo de alguns parametros pode melhorar o desempenho do
extrato frente ao padrao no ensaio enzimatico, como a diminui¢do da concentragdo de etanol de

95% para 80%, diminuindo custo e impactos a0 meio ambiente.

Outro fator observado, comparando os ICso de todos os extratos otimizados com o
padrao e AK, que teve significancia ¢ o tempo de extracdo, pois os de maceragao ativa, realizada

em 2 horas, tiveram valores altos em relagdo aos que extrairam em 5 ou 10 dias.

Por enquanto, na literatura ainda ndo existem muitos estudos atuais acerca de extratos

hidraetandlico de folhas de Morus nigra e sua agao antitirosinase, quanto menos as analises de
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quais compostos sdo responsaveis por essa acao. Todavia, ja ha na literatura estudos sobre essa

acdo utilizando outras espécies Morus sp. e também sobre extratos de outras por¢des da planta.
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