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Resumo: Acidos fendlicos e flavonoides C-glicosilados tém obtido papel de destaque como
inibidores da tirosinase oriundos de fontes naturais. O presente estudo teve como objetivo
realizar uma revisao integrativa da literatura, a fim de identificar a relacao existente entre a
inibicao da tirosinase in vitro e a presenca de substancias bioativas em extratos vegetais. Foi
realizada uma busca sistematica de artigos em inglés em distintas bases de dados, entre agosto
de 2018 e janeiro de 2023, por meio dos seguintes descritores: (tyrosinase) and (inhibitor) and
(chlorogenic acid or orientin or isoorientin or rutin or epicatechin) and (plant extracts). Os critérios
de inclusao foram: i) estudos com extratos vegetais inibidores da tirosinase; ii) estudos que
avaliaram a inibicao da tirosinase por extratos contendo as substancias citadas anteriormente;
iii) estudos que avaliaram a inibicao da tirosinase in vitro. Como critérios de exclusao foram
considerados: i) estudos que nao identificaram a presenca das substancias bioativas; ii) estudos
derevisao. Um total de 42 artigos foram selecionados, dentre os quais constatou-se que as partes
aéreas (n = 26), bem como o extrato metandlico (n = 36), foram o material e o extrato vegetal mais
utilizados. As substancias mais relatadas foram o acido clorogénico (n =40) e arutina (n=20). A
capacidade inibitéria da tirosinase foi atribuida a uma maior dosagem de compostos fendlicos
e flavonoides, assim como a presencga sinérgica das substancias relatadas no presente estudo.
Conclui-se que os resultados encontrados sao importantes para a compreensao de extratos
inibidores da tirosinase.

Tyrosinase inhibition and presence of bioactive substances in plant extracts: an integrative literature review
Abstract: Phenolic acids and C-glycosylated flavonoids have been shown to play a prominent role
as tyrosinase inhibitors from natural sources. The present study aimed to perform an integrative
review of the literature in order to identify the relationship between tyrosinase inhibition in vitro
and the presence of bioactive substances in plant extracts. A systematic search of articles in
English was conducted in different databases, between August 2018 and January 2023, using the
following descriptors: (tyrosinase) and (inhibitor) and (chlorogenic acid or orientin or isoorientin
or rutin or epicatechin) and (plant extracts). The inclusion criteria were: i) studies with tyrosinase-
inhibiting plant extracts; ii) studies that evaluated the inhibition of tyrosinase by extracts
containing the substances mentioned above; iii) studies evaluating tyrosinase inhibition in vitro.
The following exclusion criteria were considered: i) studies that did not identify the presence of
bioactive substances; ii) review studies. A total of 42 articles were selected, among which it was
found that the aerial parts (n = 26), as well as the methanolic extract (n = 36), were the most used
material and plant extract. The most frequently reported substances were chlorogenic acid (n =
40) and rutin (n = 20). The inhibitory capacity of tyrosinase was attributed to a higher dosage
of phenolic compounds and flavonoids, as well as the synergistic presence of the substances
reported in the present study. It is concluded that the results found are important for the
understanding of tyrosinase inhibitor extracts.
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Inibicao da tirosinase e a presenca de substancias bioativas...

Introducao

A tirosinase (EC 1.14.18.1), também denominada de polifenoloxidase, € uma glicoproteina localiza-
da na membrana dos melanossomas, sendo encontrada em mamiferos, bactérias, plantas e fungos
(AGARWAL et al., 2019). Sua estrutura catalitica € composta por dois ions de cobre (Cu?), ligados
coordenadamente a um conjunto distinto de trés residuos de histidina (His), que sao responsaveis
pela ativacao da enzima (CHANG, 2009). Essa proteina atua na catalizacao de rea¢des de hidroxila-
¢ao de monofendis em o-difendis (atividade de monofenolase) e a subsequente oxidacao dos o-di-
fendis em o-quinonas (atividade de difenolase), dando origem aos pigmentos de melanina, como a
eumelanina e a feomelanina (GILLBRO; OLSSON, 2011).

O excesso de melanina é responsavel pela hiperpigmentacao cutanea e pelo escurecimento
enzimatico em alimentos, sendo a inibicao da tirosinase um importante mecanismo de controle
enzimatico (SOHRETOGLU et al., 2018). Dentre as substancias clinicamente mais utilizadas como
inibidores da enzima, encontram-se a hidroquinona, o acido Rojico e a arbutina. Entretanto, ape-
sar desses compostos inibirem de forma efetiva a enzima, todos, em menor ou maior grau, podem
apresentar efeitos colaterais indesejaveis, como a dermatite de contato, eritema e despigmentacao
cutanea permanente (SOLIMINE et al., 2016).

Atualmente, extensas investigacoes tém sido realizadas para a busca de inibidores da tirosinase
oriundos de fontes naturais, como os extratos vegetais, devido a presenca abundante de substan-
cias bioativas em sua composicao (CHANG, 2009; ZAIDI et al., 2019). Dentre as classes de metabo-
litos secundarios descritos na literatura, os compostos fendlicos constituem-se como um dos princi-
pais grupos fitoquimicos com atividade antitirosinase comprovada, sendo considerados inibidores
alternativos da enzima (ORHAN; IKHAN, 2014; XUE et al., 2011; WANG et al., 2014).

Dentre os compostos polifendlicos encontrados em plantas medicinais, alguns acidos fendli-
cos e flavonoides C-glicosilados, como os derivados das flavonas, flavan-3-6is e flavonois, exibiram
uma inibicao significativa da tirosinase in vitro na presenca de um substrato monofendlico e/ou
difendlico, como a L-tirosina e a L-dopa, respectivamente (GAQO et al., 2007; SHANG et al., 2018).

Em linhas gerais, o mecanismo de inibicao desses compostos se deve a sua estrutura poli-hidro-
xifendlica, favorecendo a quelacao de metais e, consequentemente, interagindo com os ions Cu? no
sitio ativo da enzima (ALVES et al., 2019; SOHRETOGLU et al,, 2018). Dentre as vantagens apresen-
tadas por essas substancias, encontram-se uma menor toxicidade e uma melhor biodisponibilidade,
sendo muito Uteis em aplicagdes cosméticas, farmacéuticas e/ou alimenticias (ZOLGHADRI et al.,
20I19).

Neste contexto, em virtude da caréncia de informagoes nesta area, o objetivo do presente estudo
foi realizar uma revisao integrativa da literatura, com a finalidade de identificar trabalhos que exami-
naram a relacao entre a inibicao da tirosinase in vitro e a presenca de determinadas substancias bio-
ativas em extratos vegetais, como o acido clorogénico, orientina, isoorienting, rutina e epicatequina.

Material e Métodos

Estratégias de pesquisa

Trata-se de uma revisao integrativa da literatura elaborada por meio da pesquisa de artigos cien-
tificos obtidos a partir de fontes secundarias (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010; WHITTEMORE;
IKNAFL, 2005). Foi realizada uma busca sistematica em bancos de dados eletrénicos, incluindo Me-
dline (do inglés - Medical Literature Analysis and Retrievel System Online), Scopus e Web of Science,
com a finalidade de identificar estudos que examinaram a relagao entre a inibicao da tirosinase e a
presenca de determinadas substancias bioativas em extratos vegetais, como o acido clorogénico,
orienting, isoorientina, rutina e epicatequina. Na estratégia de busca nas bases de dados, foram uti-
lizados os seguintes termos de pesquisa: (tyrosinase) and (inhibitor) and (chlorogenic acid or orientin
or isoorientin or rutin or epicatechin) and (plant extracts). Os termos de busca limitaram-se a titulos
e resumos. A busca restringiu-se aos estudos publicados em inglés entre 10 de agosto de 2018 e 19
de janeiro de 2023.
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Selecao dos estudos

Os critérios de inclusao definidos para a selecao dos artigos cientificos elegiveis foram: i) estudos
com extratos vegetais inibidores da tirosinase; ii) estudos que avaliaram a inibicao da tirosinase
por extratos vegetais contendo acido clorogénico e/ou orientina e/ou isoorientina e/ou rutina e/ou
epicatequina; iii) estudos que avaliaram a inibicao da tirosinase in vitro. Os seguintes critérios de
exclusao foram considerados: i) estudos que nao identificaram a presenca de acido clorogénico e/
ou orientina e/ou isoorientina e/ou rutina e/ou epicatequina nos extratos vegetais; ii) estudos de
revisao. Apos a leitura criteriosa do texto completo dos artigos cientificos, aqueles que nao apresen-
taram qualquer relagao entre a inibicao da tirosinase e a presenca dessas substancias em extratos
vegetais foram excluidos (Figura 1).

Figura 1 - Selecao dos artigos com base nos critérios de inclusao e exclusao.

PubMed Scopus Web of Science
(n=46) (n=54) {n=25)
Identificaciio Estudos selecionados de acordo com a base de dados Duplicidade
(n=754) (n="71)
Selecio Estudos selecionados apos a leitura do titulo e resumo Total de estudos excluidos
(n=46) (n=8)
Elegibilidade Estudos selecionados apds a leitura do texto completo Total de estudos excluidos
(n=42) ’ =4
Inclusio Selecéo final
(n=42)

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Extracao dos dados

Utilizando-se um formulario de extragao de dados padronizado elaborado para este estudo, os
seguintes resultados foram extraidos dos artigos cientificos analisados: autores e ano de publica-
¢ao; material vegetal; extrato(s) utilizado(s); substancia(s) identificada(s) no extrato vegetal; e con-
centragao inibitoria da tirosinase.

Analise dos resultados

Dada a heterogeneidade dos estudos selecionados, principalmente devido as distintas metodo-
logias utilizadas, os resultados foram analisados e sintetizados de forma descritiva, com o objetivo
de possibilitar uma exposicao e classificagcao dos dados, como forma de agrupar e organizar as
informacoes encontradas sobre o tema central explorado nesta revisao.

Resultados e Discussao

Nas bases de dados pesquisadas, foram encontrados 125 estudos, dos quais 71 foram excluidos
devido a duplicidade (Figura 1). Das 54 publica¢bes, foram selecionados 46 artigos apos a andlise do
titulo e do resumo. Ap6s a leitura do texto completo, procedeu-se a exclusao de mais 4 publicacoes
que nao demonstraram a presenca das substancias bioativas de interesse nos extratos vegetais,
como o acido clorogénico, orientina, isoorientina, rutina e/ou epicatequina. Dessa forma, a presente
revisao integrativa foi realizada fundamentada na analise de 42 publicagoes, conforme apresentado
nos dados da Tabela 1.
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Tabela 1 - Inibicao da tirosinase in vitro e a presenca de substancias bioativas em extratos vegetais.

Substancia(s) identifica-

Extrato(s) uti-
da(s) no extrato vegetal

lizado(s)

Concentracao inibito-
ria da tirosinase

Extrato aquoso, (0]
em acetato de o acido clorogénico (3-

etila e metandlico  ACQ e 4-ACQ) e rutina

Inibicao ativa da enzima pelo
extrato em acetato de etila e
metandlico (94 - 139 mg EAK/Q)

Extrato metandlico
e particbes em
diclorometano,
acetato de etila

e n-butanol

Acido clorogénico
erutina

Inibicao mais eficaz da enzima
pela particao em acetato de etila
a 500 pg/mL [|C(50) =93 ug/mL]

Extrato metanadlico Acido clorogénico

Ativacao da enzima pelo acido
clorogénico [EC(SO) = 0,42 mg/mL]

Acido clorogénico
erutina

Extrato cloroférmi-
co e metanadlico

O extrato metandlico (83,06

%) apresentou maior inibicao
da enzima em comparagao ao
extrato cloroférmico (59,64 %)

Extrato hexanico,
em acetato de
etila, em dicloro-
metano, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico
(5-ACQ), isoorientina
erutina

O extrato em diclorometano
apresentou a maior atividade
de inibicao da enzima (73,92
mg EAIK/g) e o aquoso a menor
atividade (32,93 mg EAK/Q)

Isbmeros do acido
clorogénico (3-ACQ,
4-ACQ e 5-ACQ),
epicatequina e rutina

Extrato aquoso

O extrato produzido a partir da
maceragao dos frutos foi o mais
potente inibidor da enzima (147,01
mg EAIK/g), seguido da decoccao

dos frutos (101,93 mg EAK/qg)

Isbmeros do acido
clorogénico (3-ACQ
e 5-ACQ) e rutina

Extrato aquoso
e metandlico

Inibicao significativa da enzima
pelo extrato metanolico de A.
trichophylla (26,34 mg EAK/g) e
por C. galaticus (31,25 mg EAK/Qg)

Isémeros do aci-
do clorogénico (3-
ACQ e 5-ACQ)

Extrato em diclo-
rometano, etano-
lico e aquoso

Ambas as espécies exibiram
uma boa inibicao da enzima
(19,11 - 43,89 mg EAK/Q)

Acido clorogénico

Extrato metandlico .
erutina

Efeito inibitério do extrato
metanadlico [CI(SO) =1,21 mg/mL]

Referéncia Material vegetal
Mollica et Fo:jhas e ? cc?sca
al. (2022) o caue de

: Alstonia boonei
llaiin et al Flores, folhas e
%2022) ’ raizes secas de
Arctium minus
Sementes secas
Bian et al. de Vernonia
(2022) anthelmintica
(L) Willd. (VA)
Folhas de Salvia
Juee (2022) officinalis L.
Zengin et [Partes aéreas
al. (2022) d;e Malaballa
asiocarpa
Folhas, raizes,
Sageeret  Snoee ios
al. (2022) ;
gymnorhiza
(L.) Lam.
Partes aéreas
Mahomoo- de Alkanna
dally et al. trichophylla e
(2022) Convolvulus
galaticus
Raizes e partes
aéreas de
Tarifam et Symphytum
al. (2021) officinale L. e
Anchusa ochro-
leuca M. Bieb.
Menbari et Fruto d_a maca
al. (2021) da variedade
' Granny Smith
Partes aére-
Ertas et as, raizes e
sementes de
al. (2021)

espécies do

género Gundelia

Extrato hexani-
co e etandlico

Acido clorogénico,
epicatequina e rutina

O extrato etandlico de G. coleme-
rikensis a 200 pg/mL, apresen-
tou a maior atividade inibitéria

contra a tirosinase (39,50 %)
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Tabela1- Inibicao datirosinase in vitro e a presenca de substancias bioativas em extratos vegetais
(cont.).

Chelly et
al. (2021)

Flores, folhas
e caules de
Rhanterium
suaveolens

Extrato metandlico

Acido clorogénico

O extrato metanoélico das

flores exibiu os efeitos ini-
bitérios mais fortes sobre a
enzima [CI(SO) = 61,56 pg/mL]

Kurt-Celep
et al. (2021)

Partes aéreas de
espécies do gé-
nero Astragalus

Extrato metandlico

Acido clorogénico
(5-ACQ), epicatequina
e rutina

Inibicao da enzima
(54 - 67 mg EAK/Q)

SariRurkcu
et al. (2021)

Partes aéreas
(caule, folhas
e flores) secas
de Campanula
macrostachya

Extratos em aceta-
to de etila, meta-
nélico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metanolico apresen-
tou maior atividade de inibicao

da enzima [CI(SO) =151 mg/mL]

Lobine et
al. (2021)

Partes aéreas
secas de Tod-
dalia asiatica

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico
erutina

O extrato metandlico (67,9 mg
EAIK/g) e em acetato de etila (51,2
mg EAIK/g) exibiram as maiores
atividades de inibicao da enzima

Sinan et
al. (2021)

Partes aére-
as secas de
Cajanus cajan

Extrato em
acetato de etila,
hexanico, meta-
noélico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metanolico exibiu
maior atividade de inibicao
da enzima (55,9 mg EAK/g)

Boga et
al. (2021)

Partes aéreas
e raizes de
Hypericum

empetrifolium

Extrato etandlico
e 6leo essencial

Acido clorogénico
e rutina

Em 200 pg/mL, os extratos
etandlicos foram capazes de
inibir a enzima em 49,91 % (rai-
zes) e 40,86 % (partes aéreas)

SarikRurkRcu
(2020)

Flores secas de
Anthemis chia

Extrato em acetato

de etila, metané-
lico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metanoélico exibiu
maior atividade de inibicao da
enzima (290,22 mg EAK/Qg)

Trendafilova
et al. (2020a)

Flores e fo-
lhas secas de
seis espécies

de Inula

Extrato metandlico

Acido clorogénico
(5-ACQ)

Os extratos de /. bifrons [Cl .,

=0,123 pg/mL] e I. germanica

[CI(SO) =0,159 ug(mL] apresen-
taram uma maior capacida-

de de inibicao da enzima

Etienne et
al. (2020)

[Partes aéreas

secas de Mitra-

carpus hirtes

Extrato em diclo-

rometano, acetato

de etila, metano-
lico e aquoso

Rutina

O extrato metanoélico exibiu
maior atividade de inibicao da
enzima (93,39 mg EAK/Q)

Ali et al.
(2020)

Folhas e caules

de Monothe-
ca buxifolia

Extrato metandlico

e cloroférmico

Epicatequina e rutina

Os extratos metanolicos das
folhas e caule exibiram maior
atividade de inibicao da enzima,
com valores de 132,90 e 140,16
mg EAIKK/g, respectivamente

SarikRurkcu et
al. (2020a)

Partes aéreas

de Micromeria

muyrtifolia

Extrato em acetato
de etila, metano-

lico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metanolico exibiu
maior atividade de inibicao da
enzima (256,54 mg EAK/qQ)
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Inibicao da tirosinase e a presenca de substancias bioativas...

Tabela 1 - Inibicao da tirosinase in vitro e a presenca de substancias bioativas em extratos
vegetais (cont.).

[Partes aéreas
de Onosma
ambigens

SarikRurkcu et
al. (2020b)

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metandlico apresentou
maior atividade de inibicao da
enzima [Cl_ . = 2,81 mg/mL]

(50)

Partes aéreas de
Onosma pulchra

Sarikurkcu et
al. (2020c¢)

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metanolico apresentou
maior atividade de inibicao da
enzima [Cl . = 2,47 mg/mL]

(50)

Partes aéreas de
Onosma siehe-
ana e Onosma

stenoloba

Sarikurkcu et
al. (2020d)

Extrato metandlico

Acido clorogénico

Os extratos foram capazes
de inibir a enzima com valo-
res de CI(SO) de 2,12 e 1,89 mg/
mL para O. sieheana e O. ste-
noloba, respectivamente

Partes aéreas
de Valeriana
dioscoridis

SarikRurkcu et
al. (2020e)

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

O extrato metandlico apresentou
maior atividade de inibicao da
enzima [Cl .. =253 mg/mL]

(50)

Partes aéreas de
Jurinea tzar-fer-
dinandii Davidov

Trendafilova
et al. (2020b)

Extrato cloroférmi-
co e metanadlico

Acido clorogénico
erutina

Inibicao da enzima pelo extrato
metanolico [Cl .. =208 pg/mL]

(50)

Folhas secas

Extrato aquoso,

Os extratos metanoélicos de
ambas as espécies foram

Sinan et de Bersama 1 i - . on -
S metandlico e em Acido clorogénico potentes inibidores da tiro-
al. (2019) abyssinica : -
e Scoparia dulcis acetato de etila. sinase, com valores entre
p 148,94 e 144,73 mg EAK/g
Extrato metandlico de H. caly-
Ersov et Partes aéreas de Acido clorogénico cinum apresentou maior inibicao
al (2519) espécies do gé- Extrato metandlico o rutinga (54,30 %) do que o extrato me-
' nero Hypericum tanélico de H. perforatum (48,22
%) e de H. confertum (40,92 %)
Fernandez- . Extrato metanolico apresentou
P Folhas de Ber- Extrato metano- Acido clorogénico maior inibicao da enzima (33
-Poyatos et ; " ; . .
al. (2019) beris thunbergii lico e aquoso erutina mg EAIK/g) em comparagao ao

extrato aquoso (29,8 mg EAK/qg)

Partes aéreas de
Stachys cretica
subsp. vacillans

KirkRan (2019)

Extrato metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

Extrato metandlico [314,04
mg EAK/g e C|(50) =114 mg/
mL] teve maior inibigcao do que
0 extrato aquoso [149,69 mg

EAK/g e Cl g, = 2,40 mg/mL].
Oh et al Frutos secos ; Extrato etandlico a 80 %
(2019) ' de Cudrania Extrato etandlico Acido clorogénico apresentou a maior inibi-
tricuspidata cao da enzima (68,3 %)
Zenain Partes aére- Isbmeros do acido O extrato metanolico da espé-
et gl as de quatro Extrato metanélico clorogénico (3-ACQ, cie B. brachyactis (138,96 mg
(20]9') espécies do 4-ACQ e 5-ACQ), rutina, EAIK/g) apresentou a maior

género Bunium

orientina e isoorientina

atividade inibitéria da enzima
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Tabela 1 - Inibicao da tirosinase in vitro e a presenca de substancias bioativas em extratos vegetais

(cont.).

TomczyR et
al. (2019)

Partes aéreas de
Ziziphora taurica
subsp. taurica
(Lamiaceae)

Extrato em acetato

de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

Extrato em acetato de etila
apresentou maior atividade de
inibicao da enzima [262,76 mg

EAK/geCl . =137 mg/mL]

(50)

Benabder-
rahim et
al. (2019)

Partes aéreas de
Datura innoxia
Mill. (Solanace-
ae) e Dipsacus

laciniatus L
(Dipsacaceae)

Extrato metandlico

Acido clorogénico
e epicatequina

Extrato metandlico de D. inno-
xia apresentou maior atividade
de inibicao da enzima [CI(SOl
=1,02 mg/mL] do que D. laci-

niatus [CI(SO) =1,21 mg/mL]

Ojo et al.
(2019)

Folhas frescas
de Spondias
mombim L.

Extrato metano-
lico e fragcdo em
acetato de etila

Acido clorogénico

Fracao em acetato de etila
apresentou uma boa inibicao da
enzima [Cl .. =26,56 ug/mL]

(50)

Uysal et
al. (2018)

Partes aéreas

de Heracleum

sphondylium
subsp. ternatum

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico
e rutina

Somente o extrato aquoso
inibiu significativamente a
enzima (17,05 mg EAK/g)

Zengin et al.

(2018a)

Partes aéreas de
Salvia modes-
ta e Thymus

argaeus

Extrato em diclo-
rometano, meta-
nolico e aquoso

Acido clorogénico

Extrato metanolico de S. modesta
(125,50 mg EAK/g) e T. argaeus
(121,52 mg EAK/Qg) apresentaram

a maior inibicao da enzima

Zengin et al.
(2018b)

[Partes aéreas e
raizes de Scro-
phularia lucida

Extrato em acetato
de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico

Extrato metandlico das par-
tes aéreas (134,18 mg EAK/qg)
e daraiz (138,29 mg EAK/qg)
foram os que apresentaram
a maior inibicao da enzima

KirRan et al.
(2018)

[Partes aéreas
de Onosma
tauricum var.

tauricum

Extrato em acetato

de etila, metano-
lico e aquoso

Acido clorogénico
e rutina

Extrato aquoso [CI(50)= 2,22
mg/mL] apresentou a melhor
atividade inibitéria da enzima

Pereira et al.
(2018)

Raizes e partes
aéreas de Arte-
misia campestris
L. subsp. Arcang
maritimo

Extrato aquoso e
hidroetandlico

Acido clorogénico
e rutina

Todos os extratos foram ativos
na inibicao da enzima, princi-

palmente a infusao das partes
aéreas [Cl .. =4,13 mg/mL]

(50)

Mollica et al.
(2018)

[Partes aéreas
de Cavolo nero e
Broccolo fiolaro

Extrato metandlico

Acido clorogénico
e epicatequina

Ambas as espécies, B. fiola-
ro (11,90 mg EAK/Qg) e C. nero
(11,93 mg EAK/g) apresen-
taram inibicao da enzima

Zengin et al.
(2018¢)

Partes aéreas de
Ferula halophila

Extrato em ace-
tona, cloroférmio
e metandlico

Acido clorogénico

Extrato metandlico (137,63
mg EAIK/g) e extrato em
acetona (133,43 mg EAK/Q)
apresentaram potente agao
inibitéria contra a enzima

Legenda: Cl

(50)

Material vegetal
Conforme demonstrado na Figura 2, o material vegetal mais utilizado na elaboragao dos extratos
vegetais foram as partes aéreas (n = 26), sequido das folhas (n = 10), raizes (n = 7), flores (n = 4), caule
(n =3), frutos (n = 2) e sementes (n = 2). »
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- Concentracgao inibitéria média; EAK - Equivalentes em acido Réjico.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Figura 2 - Material vegetal utilizado na elaboracao dos extratos vegetais.

Partes aéreas

Folhas

Raizes

Flores

Material vegetal

Caule
Frutos

Sementes

(==}
W

10 15 20 25 30

Numero de relatos

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Esse fato pode ser justificado pela maior predominancia de constituintes bioativos, como os me-
tabodlitos secundarios, nas partes aéreas dessas espécies, que englobam o caule, as folhas e as
flores. Ademais, normalmente, as partes aéreas apresentam uma alta abundancia e facilidade de
coleta, sendo uma pratica mais sustentavel do que a coleta de outras partes da planta, como as
raizes, por exemplo (AUMEERUDDY; MAHOMOODALLY, 2021).

Extrato(s) utilizado(s)

Distintos solventes foram utilizados na extragcao do material vegetal, conforme demonstrado na
Tabela 1, sendo produzidos os seguintes extratos vegetais: metandlico (n = 36), aquoso (n = 23), ace-
tato de etila (n =18), diclorometano (n = 5), etandlico (n = 4), cloroférmico (n = 3), hexanico (n = 3), n-bu-
tanol (n = 1), acetona (n = 1), hidroetandlico (n = 1) e 6leo essencial (n = 1) (Figura 3).

Figura 3 - Extrato(s) utilizado(s).

Metandlico
Aquoso
Acetato de etila
Diclorometano
Etandlico
Cloroformico
Hexanico
n-Butanol

Extrato

Acetona
Hidroetanolico
Oleo essencial

o
—_
[e=]

20 30 40
Numero de relatos

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O solvente utilizado no processo extrativo depende do que se pretende extrair da planta (MIGLIA-
TO et al., 2011). Para compostos polares ou moderadamente polares, como é o caso dos fendis e fla-
vonoides, utiliza-se solventes polares, como o etanol, metanol, n-butanol, agua e combinagodes entre
esses solventes (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). Dessa forma, de acordo com a Tabelal e a
Figura 3, o extrato metandlico e aquoso foram os mais relatados, provavelmente devido a uma maior
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concentragcao desses metabdlitos secundarios, como os isébmeros do acido clorogénico e os flavo-

noides C-glicosilados, comprovadamente utilizados como inibidores da tirosinase (EL-NASHAR et
al.,2021; FAN et al., 2019).

Substancia(s) identificada(s) no extrato vegetal

Como objetivo do presente estudo, a identificagao de determinadas substancias bioativas em
extratos vegetais foi analisada, com a finalidade de identificar a relagao entre elas e a inibicao da
tirosinase in vitro. De acordo com a Tabela 1, as substancias mais relatadas nos estudos foram o
acido clorogénico (n = 40) e a rutina (n = 20), seguidas da epicatequina (n = 7), isoorientina (n = 2) e
orientina (n = 1) (Figura 4).

Figura 4 - Substancias identificadas nos extratos vegetais.

Acido clorogénico
Rutina
Epicatequina

Isoorientina

Substancia identificda

Orientina

0 10 20 30 40 50

Numero de relatos

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Acido clorogénico

O acido clorogénico (Figura 5) foi o composto mais relatado em todos os estudos analisados,
provavelmente devido a sua abundancia em varias espécies vegetais, sendo um termo genérico
para designar substancias derivadas do acido cafeico. Segundo Maria e Moreira (2004), esse acido
fendlico pertence a uma familia de ésteres formados pela esterificacao de um ou mais derivados
do acido trans-cinamico, representado pelos seguintes isébmeros: acido 3-O-cafeoilquinico (3-ACQ),
acido 4-0O-cafeoilquinico (4-ACQ) e acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ).

Por ser um composto biologicamente ativo, sao descritas na literatura diversas propriedades far-
macolodgicas, dentre as quais destacam-se uma elevada atividade antioxidante e uma moderada
inibicao da tirosinase (LI et al., 2014; OH et al., 2019). Segundo Thibane et al. (2022), o acido clorogé-
nico e seus isbmeros sao capazes de promover uma inibicado competitiva da tirosinase pela ligagao
aos residuos de aminoacidos no seu sitio ativo. O composto é capaz ainda de suprimir a melanogé-
nese em células da linhagem B16FI0O de melanoma de murino, incubadas com 8-metoxi-psoraleno
(8-MOP), assim como os derivados do acido clorogénico, em células estimuladas pelo hormoénio
estimulante de alfa-melandcitos (x-MSH) (JO et al., 2017; Ll et al., 2014; YUDANTARA et al., 2022).
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Figura 5 - Estrutura quimica das substancias identificadas nos extratos vegetais.

OH
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Rutina

A rutina, também denominada de quercetina-3-O-rutinosideo, pertence a classe dos flavonoides
(Figura 6), sendo classificada como um flavonol. Apresenta uma glicosilagao no carbono 3 do anel
pirano por um dissacarideo, formado pela glicose e ramnose (GALL et al., 2003). Grande parte dos
efeitos bioldgicos da rutina se deve a sua elevada atividade antioxidante, ao favorecer o sequestro
e neutralizagao de radicais livres (OZTURI( et al.,,2023). Além disso, também esta associada a essa
substancia, uma acgao anti-inflamatéria, no que concerne o tratamento de doencas vasculares infla-
matoérias graves (YOO et al., 2013).

Figura 6 - Nucleo fundamental dos flavonoides.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Segundo Si et al. (2012), ensaios de cinética enzimatica comprovaram ainda o seu potencial des-
pigmentante, ao inibir de forma competitiva a tirosinase. Sugere-se que essa agao possa estar atre-
lada a presenca de grupos hidroxila na estrutura da rutina (Figura 5), bloqueando a oxidacao da
L-Dopa por ligagao a enzima. Ademais, estudos in silico, como o docking e a dinamica molecular,
tém demonstrado que a rutina interage com os residuos de His e com os ions Cu? localizados no
sitio ativo da tirosinase, apresentando uma forte afinidade de ligagao com a enzima.
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Epicatequina

A epicatequina, terceira substancia mais relatada nos estudos, € um mondmero classificada como
um flavan-3-ol. De forma geral, os flavan-3-éis diferenciam-se dos demais flavonoides pela ausén-
cia da ligacao dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel “C" e também pela inexisténcia de uma carbo-
nila no carbono 4 do nucleo flavanico (Figura 5). Além disso, a hidroxilagao no carbono 3 do anel

“C", proporciona dois centros quirais e, consequentemente, viabiliza a formacao de quatro possiveis

diastereoisémeros, sendo a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, os mais abundantes (HASKELL-RAM-
SAY; SCHMITT; ACTIS-GORETTA, 2018). Com comprovada atividade antioxidante, a epicatequina,
também pode fornecer protecao contra doencas cardiovasculares e disturbios metabolicos (JUG;
NAUMOSKA; VOVK, 202I).

Em relagao ao potencial antitirosinase, Yin et al. (2022) realizou um estudo para verificar os meca-
nismos de inibicao de quatro polifendis vegetais. Dentre os compostos analisados, a epicatequina
apresentou capacidade inibitéria da enzima dependente da concentragao. Resultados de cinética
enzimatica revelaram o potencial da substancia em inibir a enzima de forma reversivel e de forma
competitiva. Por fim, por meio de andlises cromatograficas e espectroscoépicas, foi constatada uma
maior capacidade do composto em diminuir os produtos de oxidagao da tirosinase.

Orientina e isoorientina

Segundo Thangaraj e Vaiyapuri (2017), os isbmeros orientina e isoorientina sao flavonoides C-gli-
cosilados, pertencentes a subclasse das flavonas, com diferenciagao associada a posicao do re-
siduo (3-D-glucosil no anel "A”, sendo que na orientina a substituicao corresponde ao carbono 8
(luteolina-8-C-glicosideo) e na isoorientina ao carbono 6 (luteolina-6-C-glicosideo), conforme de-
monstrado na Figura 5. A sua aglicona é denominada de luteolina. Tais substancias possuem pro-
priedades antioxidantes e anti-inflamatdérias bem descritas na literatura (ANILKUMAR et al., 2017;
LAM et al., 2016).

Cabe ressaltar que nao foram encontrados relatos na literatura sobre a inibicao da enzima pelos
isdmeros. Esses dados corroboram com o presente estudo, visto que a isoorientina e a orientina
foram os compostos menos relatados em todos os trabalhos analisados. Entretanto, estudos com a
luteolina revelaram uma capacidade intermediaria na inibicao da tirosinase (FAN et al., 2019).

Concentracao inibitéria da tirosinase

Conforme demonstrado na Tabela |, a inibicao da tirosinase por extratos vegetais foi investigada
em todos os estudos analisados, com enfoque na sua relacao com a presenca de determinadas
substancias bioativas, como o acido clorogénico, orientina, isoorientina, rutina e epicatequina.

Sendo assim, verificou-se que no trabalho de Mollica et al. (2022), os extratos em acetato de
etila e metandlico foram considerados inibidores ativos da enzima, ao passo que os extratos em
acetato de etila apresentaram menor acao inibitdria em comparagao com 0s extratos metanolicos.
Em ambos os extratos foram identificados isémeros do acido clorogénico (3-ACQ e 4-ACQ) e ruti-
na, entretanto, os extratos em acetato de etila apresentaram um menor percentual de extracao dos
compostos fendlicos, sugerindo que o metanol foi mais eficiente na extracao de substancias inibi-
doras da tirosinase.

Etienne et al. (2020) investigou as partes aéreas secas de M. hirtes e descobriu que o extrato
metanolico exibiu uma maior atividade de inibicao da enzima. Segundo os autores, varios estu-
dos demonstram que extratos metanodlicos possuem uma atividade antitirosinase mais potente em
comparacgao aos demais extratos (SADEER et al.,, 2020). Sendo assim, os autores concluiram que o
metanol é capaz de extrair compostos inibidores da tirosinase, como a rutina (0,076 mg/q).

Resultado semelhante foi encontrado por Juee (2022), ao analisar o extrato metandlico das fo-
Ihas de S. officinalis que apresentou maior inibicao da enzima em comparagao ao extrato clorofor-
mico. Em ambos os extratos foi identificado o acido clorogénico, entretanto, o extrato metanolico
apresentou uma quantidade superior do analito (301 pg/g), em comparagao ao extrato cloroférmico
(0,67 pg/g). Segundo os autores, 0s compostos fendlicos sao capazes de inibir a atividade da tiro-
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sinase por meio da competicao com o substrato da enzima no seu sitio ativo, visto que possuem
propriedades estruturais analogas ao aminoacido L-Tirosina.

De acordo com a Tabela 1, ligun et al. (2022) demonstrou que a particao em acetato de etila das
folhas de A. minus foi a mais eficaz na inibicao da tirosinase a 500 pg/mL, em comparagao com
os demais extratos da referida espécie. Paralelamente, essa mesma fracao foi a que apresentou as
maiores quantidades de acido clorogénico (8,85 %) e rutina (8,35 %), assim como a de compostos
fendlicos totais e flavonoides, evidenciando o efeito positivo da presenca desses compostos ha
inibicao da enzima.

Em contrapartida, Zengin et al. (2022) demonstrou que o extrato em diclorometano das partes
aéreas de M. lasiocarpa apresentou a maior atividade de inibicao da tirosinase, enquanto 0 aquoso a
menor atividade. Um dos isdmeros do acido clorogénico, o 5-ACQ, foi identificado apenas no extra-
to em diclorometano, enquanto a isoorientina apenas no extrato aquoso. Ja a rutina, foi identificada
em ambos os extratos. Os autores concluiram que, embora o extrato em diclorometano nao tenha
apresentado as maiores concentragoes de compostos fendlicos e flavonoides, a presenca de deter-
minadas substancias, como o acido clorogénico, poderiam contribuir para uma inibicao mais eficaz
da enzima do que aquela apresentada pelo extrato aquoso.

Sadeer et al. (2022) ao avaliar as folhas, raizes, galhos e frutos de B. gymnorhiza, atestou que o
extrato produzido a partir da maceracao dos frutos foi o mais potente inibidor da enzima, seguido
da decoccao (Tabela 1). Em ambos os extratos foram identificados isébmeros do acido clorogénico,
epicatequina e rutina, com excecao do isbmero 3-ACQ, detectado apenas na decocgao.

No trabalho de Mahomoodally et al. (2022) com as partes aéreas de A. trichophylla e C. galati-
cus, foi constatada uma inibicao significativa da enzima por seus respectivos extratos metanélicos.
Os autores correlacionaram o efeito antitirosinase nos extratos vegetais com a presenca de altas
concentragoes de rutina, visto que a substancia interage com os ions Cu? e com os residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, promovendo o bloqueio na sintese de melanina (UYSAL et al.,
2018). Além disso, também foram identificados nos extratos metandlicos de ambas as espécies, os
isdmeros do acido clorogénico, como o 3-ACQ e o 5-ACQ.

Assim como no estudo de Menbari et al. (2021) que demonstrou que o extrato metandlico da
maca Granny Smith (100 mg/mL) foi capaz de inibir em 55 % a atividade da tirosinase. Os autores
identificaram a presenca de acido clorogénico (1,42 pg/mag) e rutina (0,27 ug/mg) no material vege-
tal, correlacionando o efeito inibidor da enzima a presenca desses compostos fendlicos no extrato
metanalico.

A existéncia desses compostos também foi relatada por Chelly et al. (2021) que avaliou as flores,
folhas e caules de R. suaveolens e comprovou que o extrato metandlico das flores exibiu os efeitos
inibitérios mais fortes sobre a enzima (Tabela 1). Os autores concluiram que derivados dos acidos
hidroxicinamicos, como o acido clorogénico, e flavonoides, como aqueles pertencentes ao grupo
dos flavondis, sao substancias antimelanogénicas naturais capazes de inibir a tirosinase.

No trabalho de Kurt-Celep et al. (2021), investigou-se as partes aéreas de espécies do género
Astragalus e ficou comprovado que todos os extratos foram capazes de inibir a enzima. A atividade
antitirosinase dos extratos de A. hirsutus pode estar relacionada a mais de um composto, como o
acido clorogénico, a exemplo do isémero 5-ACQ, e demais derivados do acido cafeico. Cabe ressal-
tar que a epicatequina foi detectada apenas nos extratos da espécie A. campylosema, enquanto a
rutina foi detectada em ambas as espécies, assim como o acido clorogénico.

SariRurkcu et al. (2021) analisou as partes aéreas secas de C. macrostachya e identificou que o
extrato metanolico apresentou a maior atividade de inibicao da enzima. Os autores concluiram que
os flavonoides estavam altamente correlacionados com a atividade inibidora da tirosinase pelos
extratos. Além disso, outros compostos como o acido clorogénico também contribuiam para a ini-
bicao da enzima. Cabe ressaltar que o extrato metandlico apresentou a maior quantidade de acido
clorogénico (6559,59 ng/mg), seguido do extrato em acetato de etila (211,48 yg/mg) e aquoso (83,04

Hg/mg).
Resultado semelhante foi encontrado por Lobine et al. (2021) que avaliou as partes aéreas secas
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de T. asiatica e verificou que dentre todos os extratos testados, 0 metandlico e o extrato em acetato
de etila exibiram a maior atividade de inibicao da enzima. O acido clorogénico foi detectado em am-
bos os extratos, com valores de 1,83 mg/g no extrato metandlico e 0,13 mg/g no extrato em acetato
de etila. Ja a rutina foi detectada apenas no extrato metandlico (0,07 mg/qg).

Sinan et al. (2021) avaliou as partes aéreas secas de C. cajan em diferentes extratos vegetais,
concluindo que o extrato metandlico exibiu maior atividade de inibicao da tirosinase. Os autores
evidenciaram que esse resultado esta atribuido a presenca de um alto conteudo de compostos
fendlicos no extrato metandlico, assim como outros estudos atribuiram o potencial inibitério dos
extratos vegetais ao seu perfil fendlico (ZOLGHADRI et al., 2019).

Conforme demonstrado na Tabela 1, SarikurkRcu (2020) investigou as flores secas de A. chia e
constatou que o extrato metandlico exibiu a maior atividade de inibicao da enzima. O extrato me-
tandlico apresentou o maior conteldo de compostos fendlicos e flavonoides totais, bem como em
relacao ao teor de acido clorogénico (13317,73 ug/g), em comparagao com o extrato aquoso (11365,81
Hg/g) e em acetato de etila (241,98 pg/g). Os autores concluiram que esse efeito poderia ter relagao
com a presenca do referido composto, visto que em um trabalho com outras espécies do género,
também foi atribuida a inibicao da tirosinase ao acido clorogénico (ERSQY et al., 2019).

Ali et al. (2020) analisou as folhas e caules de M. buxifolia, constatando que os extratos metano-
licos exibiram a maior atividade de inibicao da enzima. A epicatequina foi detectada em todos os
extratos, com um teor de 0,59 pg/mg para o extrato metandlico das folhas e de 1,29 pg/mg para o
extrato metandlico dos caules. A rutina também foi identificada em todos os extratos, com valores
de 0,74 pg/mg para o extrato metandlico das folhas e de 0,45 ug/mg para o extrato metandlico dos
caules.

Resultado similar foi encontrado por SariRurRcu et al. (2020a) ao investigar as partes aéreas de
M. myrtifolia. Os autores concluiram que o extrato metandlico exibiu a maior atividade de inibicao
da enzima. Esse resultado esta de acordo com outros trabalhos que demonstraram que o extrato
metanolico apresentou uma atividade inibitéria da tirosinase mais alta do que o extrato aquoso e
em acetato de etila (ALAM et al., 2012; FAN et al., 2017). Além disso, os autores constataram que
esse efeito poderia estar atrelado ao conteldo total de compostos fendlicos e flavonoides, além da
presenca de derivados do acido cafeico, como o acido clorogénico.

Ersoy et al. (2019) avaliou as partes aéreas de trés espécies do género Hypericum. Os autores
constataram que o extrato metanolico de H. calycinum apresentou maior inibicao da tirosinase do
que o extrato metandlico de H. perforatum e de H. confertum. Analises cromatograficas demons-
traram que o teor de acido clorogénico foi muito maior em H. calycinum (2595,15 pg/g) do que em
H. perforatum (871,69 ug/g) e de H. confertum (905,09 Lg/g). Da mesma forma, a rutina apresentou
maiores valores no extrato metandlico de H. calycinum (212,61 ug/g), ao ser comparado com o extra-
to de H. perforatum (48,70 ug/g) e de H. confertum (45,81 ug/q).

No trabalho de Fernandez-Poyatos et al. (2019), constatou-se que o extrato metandlico das fo-
Ihas de B. thunbergii apresentou maior inibicao da enzima em comparagao ao extrato aquoso. Os
autores atribuiram o efeito observado a presenca de compostos fendlicos, especialmente o aci-
do clorogénico, além dos flavonoides, como a quercetina e a rutina. No extrato metandlico foram
quantificados 101,3 mg/g de acido clorogénico, ao passo que no extrato aquoso esse valor foi de
90,1 mg/g. Em relacao a rutina, o extrato metanolico apresentou um valor de 6,0 mg/g, enquanto o
extrato aquoso de 4,2 mg/qg.

Oh et al. (2019) ao avaliar os frutos secos de C. tricuspidata demonstrou que o extrato etanélico a
80 % apresentou a maior inibicao da enzima. Segundo os autores, esse efeito esta atrelado ao acido
clorogénico, sendo este considerado um biomarcador e principal componente do fruto de C. tricus-
pidata. No presente estudo, o extrato etanolico a 80 % apresentou o maior teor de acido clorogénico.
Assim como TomczyR et al. (2019) que avaliou as partes aéreas de Z. taurica e demonstrou que o
extrato em acetato de etila apresentou maior atividade de inibicao da enzima, devido a uma maior
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides totais.

Kirkan et al. (2018) analisou as partes aéreas de O. tauricum e constatou que o extralo aquoso
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apresentou a melhor atividade inibit6ria da enzima. Os autores demonstraram uma correlagao es-
tatistica entre a dosagem de compostos fendlicos e flavonoides totais, além da presenca de acidos
fenodlicos e os seus derivados com a inibicao da tirosinase. Esse dado também foi comprovado por
Zengin et al. (2018c) que analisou as partes aéreas de F. halophila, verificando que o extrato metano-
lico e em acetona apresentaram uma potente acao inibitoria contra a enzima. Em ambos os extratos,
o acido clorogénico foi identificado.

Conclusao

Conclui-se que o extrato metandlico das partes aéreas configura-se como o ponto de partida
para a obtencao de compostos inibidores da tirosinase. Dentre as substancias mais relatadas como
inibidoras da enzima, encontram-se o acido clorogénico, representante dos acidos fendlicos, segui-
do da rutina, pertencente a classe dos flavonoides C-glicosilados.

Em todos os trabalhos avaliados, a capacidade de inibicao da tirosinase foi atribuida a um efeito
sinérgico provocado por mais de um composto, ao invés da acao isolada de apenas uma substancia.
De forma geral, quanto maior a quantidade dos compostos bioativos no extrato vegetal, bem como
uma maior dosagem de compostos fendlicos e flavonoides totais, maior serd a inibicao da enzima.

Dessa forma, a partir dos resultados encontrados, amplia-se os horizontes sobre a presenca de
determinadas substancias bioativas e a compreensao da capacidade de inibicao da tirosinase por
extratos vegetais. Cabe ressaltar que nenhum dos compostos foi analisado de forma individual, no
que concerne a inibicao da enzima, sendo necessarios novos estudos para corroborar os resultados
relatados na presente revisao. Como perspectiva futura, considera-se a realizacao de uma nova
revisao integrativa da literatura, compreendendo o papel de cada uma das substancias de forma
individual, no que concerne a inibicao da tirosinase.
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