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RESUMO

Residuo s6lido de hidrodestilagdo do alecrim, um subproduto da inddstria de 6leos essenciais,
representa uma importante fonte de bioativos fenélicos. No atual cenario em que o cancer
permanece entre as principais causas de mortalidade global e que as terapias convencionais
ainda apresentam eficicia limitada, a busca por estratégias complementares baseadas em
fitoquimicos provenientes de plantas medicinais sdo intensificadas. Nesse contexto, este estudo
investigou o potencial bioldgico de extratos etandlicos obtidos do residuo de alecrim pos-
hidrodestilagio em células de melanoma cutdneo A375. A hidrodestilagdo apresentou
rendimento aproximado de 2 mL/100 g em 30 minutos, e a comparag@o entre hidrodestilagdes
de 30 minutos ¢ 4 horas revelou que o perfil volatil permanece amplamente estavel. A extragdo
assistida por ultrassom, conduzida por meio de um planejamento fatorial 23, demonstrou
elevada eficiéncia na recuperagdo de compostos fendlicos ndo volateis, especialmente nas
condi¢des do ensaio 5, em que a temperatura € a concentragdo de etanol se destacaram como
variaveis de maior influéncia. A analise fendlica mostrou compostos como acido galico, acido
p-cumarico ¢ acido rosmarinico, além da vanilina, que foi preservada devido ao tempo reduzido
de tratamento té€rmico. O extrato apresentou a¢ao pré-oxidante e expressiva atividade citotoxica
frente & linhagem de melanoma A375, promovendo redugdo significativa na viabilidade celular
€ no potencial transmembranar das mitocondrias. Efeitos significativos foram observados a
partir da concentragdo de 0,05 mg/mL no ensaio de MTT e a partir da concentragdo 0,1 mg/mL
com os ensaios de fluorescéncia com DAPI e TMRE. Além disso, os extratos provocaram morte
celular em todo o meio de forma significativa no ensaio de migragdo celular a partir de 0,1
mg/mL, utilizando o ensaio de cicatrizagio de feridas. O extrato aumentou as espécies reativas
de oxigénio (ROS) a partir da concentra¢do de 0,2 mg/mL e diminuiu os niveis dos marcadores
antioxidantes PSH e NPSH a partir de concentrag¢des de 0,05 mg/mL, evidenciando o aumento
do estresse oxidativo. Em conjunto, os resultados demonstram que o residuo de alecrim
constitui uma fonte promissora de compostos bioativos, reforgando seu potencial para
aplicagGes terapéuticas e contribuindo tanto para a redugdo dos custos associados ao
desenvolvimento de fitoquimicos na oncologia quanto para a valorizagdo sustentavel de
residuos.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L; residuo etandlico de alecrim; extrag@o assistida por
ultrassom, melanoma cutaneo A375.



ABSTRACT

Solid residue from rosemary hydrodistillation, a by-product of the essential oil industry,
represent an important source of phenolic bioactive compounds. In the current scenario, in
which cancer remains among the leading causes of global mortality and conventional therapies
still show limited efficacy, the search for complementary strategies based on phytochemicals
derived from medicinal plants has intensified. In this context, this study investigated the
biological potential of ethanolic extracts obtained from post-hydrodistillation rosemary residues
in A375 cutaneous melanoma cells. Hydrodistillation yielded approximately 2 mL/100 g in 30
minutes, and the comparison between 30-minute and 4-hour hydrodistillation processes
revealed that the volatile profile remained largely stable. Ultrasound-assisted extraction,
conducted using a 23 factorial design, demonstrated high efficiency in the recovery of non-
volatile phenolic compounds, particularly under the conditions of assay 5, in which temperature
and ethanol concentration stood out as the most influential variables. Phenolic analysis revealed
compounds such as gallic acid, p-coumaric acid, and rosmarinic acid, as well as vanillin, which
was preserved due to the reduced duration of thermal treatment. The extract exhibited pro-
oxidant action and significant cytotoxic activity against the A375 melanoma cell line,
promoting a marked reduction in cell viability and in the mitochondrial transmembrane
potential. Significant effects were observed from the concentration of 0.05 mg/mL in the MTT
assay and from 0.1 mg/mL in the fluorescence assays using DAPI and TMRE. In addition, the
extracts induced apoptosis throughout the medium in the cell migration assay at concentrations
starting from 0.1 mg/mL, using the wound-healing assay. The extract increased reactive oxygen
species (ROS) observed from the concentration of 0.2 mg/mL and decreased the levels of the
antioxidant markers PSH and NPSH from concentrations of 0.05 mg/mL, indicating an increase
in oxidative stress. Taken together, the results demonstrate that rosemary residue is a promising
source of bioactive compounds, reinforcing its potential for therapeutic applications and
contributing both to reducing the costs associated with the development of phytochemicals in
oncology and to the sustainable valorization of residues.

Keywords: Rosmarinus officinalis L.; rosemary ethanolic residue; ultrasound-assisted
extraction; A375 cutaneous melanoma.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos avangos no entendimento dos mecanismos subjacentes & progressdo
tumoral e no desenvolvimento de farmacos sintéticos, o cincer permanece entre as principais
causas de mortalidade global, e a melhoria da sobrevida geral continua limitada (Choudhari et
al., 2020). Entre os diversos tipos de cincer, o melanoma cutineo se destaca como um dos
cianceres mais comuns no mundo, originado pela transformag@o maligna e proliferagdo
descontrolada de melandcitos. Com alto potencial metastatico, apresenta taxa de sobrevivéncia
em cinco anos inferior a 10% em pacientes com metastases, refletindo a resposta restrita as
terapias convencionais, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Sorino et al., 2024; Lopes
et al., 2022).

Entre as alternativas promissoras de estratégias complementares aos tratamentos
convencionais do cincer, os fitoquimicos t€m ganhado destaque, especialmente os compostos
fenolicos amplamente encontrados em plantas (Choudhari et al., 2020). Um exemplo relevante
¢ o alecrim (Rosmarinus officinalis L.). Atualmente, seu 6leo essencial ¢ amplamente utilizado
nas industrias, entretanto, o residuo sélido, um subproduto da extragéo, ¢ frequentemente
descartado, apesar de conter compostos fendlicos ndo volateis (Wang et al., 2023; Tavares et
al., 2022; D’Amato et al.,, 2018). Os compostos fendlicos ndo volateis concentram &cidos
fendlicos, diterpenos, triterpenos ¢ flavonoides (Bouammali et al., 2023; Ali et al., 2019;
Christopoulou et al., 2021), os quais demonstram propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias, antimutagénicas e antiproliferativas, contribuindo para efeitos anticancer e
intensificando o interesse cientifico (Di Martile et al., 2020; Aziz et al., 2022; Petiwala e
Johnson, 2015; Bouammali et al., 2023).

Ainda, o custo de desenvolvimento ¢ produgdo na oncologia com fitoquimicos é tanto
uma oportunidade para explorar como uma ameaga no potencial para altos custos e acesso
restrito (Aljabali et al., 2025), dessa forma, a valorizagdo desse residuo pode oferecer beneficios
econdmicos, reduzir a carga poluente ¢ promover a economia circular nas indastrias de 6leos
essenciais (Wang et al., 2023; Tavares et al., 2022; D’ Amato et al., 2018).

O estudo alcangou morte celular da linhagem A375 com concentragdes de acido
rosmarinico muito abaixo das relatadas pela literatura, indicando que o efeito foi pela sinergia
dos compostos encontrados. Ainda, os resultados sugerem que residuo hidrodestilado de
alecrim possuem efeito pré-oxidante, no entanto os mecanismos subjacentes da indugdo da

morte de células de melanoma permanecem desconhecidos.



18

2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Esta proposta tem como objetivo valorizar integralmente o alecrim por meio da
extragdo sequencial de compostos volateis e ndo volateis, com aproveitamento do residuo solido
como fonte de metabdlitos bioativos. Apds a identificagdo e quantificagdo dos compostos
obtidos, serd investigado o potencial biologico da fragdo ndo volatil frente ao célncer de
melanoma cutineo humano, utilizando a linhagem A375 como modelo experimental, avaliando
viabilidade celular, migragdo celular e marcadores associados ao estresse, correlacionando o
perfil fitoquimico ndo volatil encontrado com os efeitos bioldgicos observados, a fim de
demonstrar o potencial do residuo hidrodestilado de alecrim como fonte de agentes

antitumorais.

2.1.2 Objetivos especificos

Para atender o objetivo geral, pretende-se cumprir as seguintes etapas:

1. Realizar a extragdo dos compostos bioativos volateis de Rosmarinus officinalis. por
hidrodestilagdo, com énfase na melhoria do rendimento do 6leo essencial em fun¢do do

tempo de extragdo.

2. Aproveitar o residuo solido proveniente da hidrodestilagdo para maximizar a
recuperagdo de compostos bioativos ndo volateis presentes no material vegetal,

utilizando o método de extragdo assistida por ultrassom (UAE).

3. Proceder & quantificagdo e caracterizagdo dos compostos bioativos volateis e ndo

volateis obtidos.

4. Avaliar o potencial antitumoral dos compostos bioativos nio volateis, investigando seus
efeitos sobre a viabilidade celular, migrag@o celular e marcadores pré-oxidantes na

linhagem de melanoma cutineo humano A375.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ALECRIM (ROSMARINUS OFFICINALIS L.)

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta aromatica nativa da regido do
Mediterraneo. Este arbusto perene, com altura variando entre 60 € 180 cm e didmetro entre 60
e 150 cm, € caracterizado por suas folhas aromaticas que conferem sua fragrincia distintiva.
Devido a sua capacidade de adaptagdo a diversas condi¢cdes de cultivo, o alecrim foi
intencionalmente disseminado de sua regiio nativa para outras areas, sendo amplamente
utilizado como planta ornamental e medicinal (Aziz et al., 2022).

O alecrim possui uma longa historia na medicina tradicional, destacando-se por seus
potenciais beneficios a saide, como agdes antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria, que
tém sido fundamentais nas praticas tradicionais de cura. Suas propriedades aromaéticas e
saborosas, fizeram do alecrim um elemento essencial nas tradi¢Ges culindrias, enquanto seu
significado cultural abrange rituais, ceriménias e festivais (Ayyildiz, Pelvan e Karadeniz,
2024).

Os Oleos essenciais de alecrim sdo amplamente utilizados em diversas aplicagdes nas
industrias quimica, farmacéutica, alimenticia e de aromatizantes. Além de seu amplo uso
industrial em conservantes, aromatizantes e¢ fragrincias, o extrato de alecrim destaca-se
economicamente entre os antioxidantes de fontes naturais, tornando-se um dos antioxidantes
naturais mais comercializados no mercado (Aziz et al., 2022).

Nos ultimos anos, a pesquisa cientifica tem intensificado a avaliagdo dos potenciais
beneficios do alecrim (R. officinalis) para a saide, com um foco particular em sua atividade
antioxidante e seu papel na prevengdo do cancer. Esse crescente interesse € evidenciado pelo
numero significativo de publicacOes cientificas, como apresentado no Grafico 1, a busca na
plataforma Lens.org utilizando as palavras-chave "rosmarinus" e "cancer" resultou em 2.822
artigos, dos quais 1.051 foram publicados nos ultimos cinco anos (2020-2024), enquanto a

combinagdo de "rosmarinus" "antioxidant" ¢ "melanoma cells" gerou 538 resultados, dos quais
278 foram publicados no mesmo periodo. Esses dados destacam o aumento do interesse ¢ da

relevancia das pesquisas sobre as propriedades antioxidantes e anticancerigenas do alecrim.
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FIGURA 1 - PUBLICACOES RESULTANTES DA BUSCA NA BASE DE DADOS LENS.ORG
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3.1.1 Cultivares e quimiotipos de alecrim

O género do alecrim, Rosmarinus, inclui diversas espécies além da bem conhecida
Rosmarinus officinalis (Figura 2), como Rosmarinus eriocalyx L, Rosmarinus tomentosus
Hub.-Mor. & Maire e Salvia rosmarinus Spenn. Essas espécies se diferenciam por
caracteristicas fisicas e perfis fitoquimicos especificos. No entanto, a maioria dos estudos
fitoquimicos ¢ farmacoldgicos tem s¢ concentrado no R. officinalis, difundindo seu uso
universal devido as suas propriedades amplamente reconhecidas (Bendif et al., 2017).

Os cultivares e quimiotipos do R. officinalis apresentam uma ampla gama de variagdes
dentro da propria espécie, que afetam tanto as caracteristicas fisicas quanto a composicao
quimica das plantas (Hashemi et al., 2023). A quantidade, a composic¢do e a propor¢do dos
metabolitos sdo moduladas por uma série de fatores internos e externos, incluindo a idade da
planta, as condi¢Ges climéticas, o tipo de solo e as condigdes de estresse, os quais podem tanto
inibir quanto estimular a sintese de compostos especificos (Borras-Linares et al., 2014).

Variagdes sutis no pH do solo e em sua composicdo podem alterar significativamente as vias
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bioquimicas das plantas, influenciando os metabdlitos produzidos, mesmo entre diferentes
cultivares de alecrim (Borras-Linares et al., 2014). Além disso, fatores como as condigdes de
irrigacdo, o momento da colheita, as préticas de armazenamento, os tratamentos de secagem, o
método de extracdo e o solvente utilizado também desempenham papeis cruciais na

determinacio da composicio fendlica final dos extratos de alecrim (Mena et al., 2016).

FIGURA 2 - IMAGENS DO ALECRIM (R. OFFICINALIS)

FONTE: A autora (2026).

3.2 SUBPRODUTOS DA EXTRACAO VOLATIL

A extragdo de bleos essenciais de plantas aromaticas resulta na geragio de subprodutos
como o residuo sélido, hidrolato ¢ a 4gua residual (Figura 3). Esses subprodutos frequentemente
sdo descartados, o que pode causar impactos ambientais negativos. No entanto, hd um crescente
interesse em explorar o potencial de reutilizagdo desses materiais, uma vez que eles contém
compostos bioativos valiosos, como fendlicos e antioxidantes. A valorizacdo desses residuos
pode reduzir a carga poluente e oferecer beneficios econdmicos adicionais, contribuindo para a
sustentabilidade e promovendo a economia circular nas industrias de 6leos essenciais (Wang et
al., 2023; Tavares et al., 2022; D’ Amato et al., 2018).
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FIGURA 3 - SUBPRODUTOS PROVENIENTES DA EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL
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FONTE: A autora (2026).

O residuo sélido resultante do processo de extragiio do 6lco essencial ¢ o material
vegetal que permanece apés a destilagfo. A composigio quimica deste residuo € influenciada
pela técnica de extracdo, pois a lixiviagdo de compostos polares para as aguas residuais pode
ocorrer, especialmente em técnicas que envolvem destilagdo. Como resultado, o residuo sélido
tende a ser desprovido de compostos volateis ¢ fendlicos polares (De Elguea-Culebras, Bravo
e Sidnchez-Vioque, 2022). Embora ndo contenha quantidades significativas de fendis totais, o
residuo so6lido possui fragSes de fendis apolares e outros compostos quimicos de maior
polaridade em concentragdes elevadas.

Frequentemente, o residuo sélido € processado adicionalmente para concentrar ou
isolar seus compostos ativos. A extragdo prévia de Oleos essenciais pode aumentar a taxa de
transferéncia de massa de antioxidantes das folhas, tornando a utilizag8o do residuo s6lido uma
pratica vantajosa para valorizagdo e sustentabilidade dos recursos vegetais (De Elguea-
Culebras, Bravo e Sanchez-Vioque, 2022; Navarrete et al., 2011).

Os hidrolatos sdo misturas complexas formadas durante o processo de destilagdo de
oleos essenciais, contendo tragos de dleos essenciais € uma gama de componentes soliveis em
agua que sdo extraidos dos constituintes do dleo durante a destilagio (D’ Amato et al., 2018).
Quimicamente, os hidrolatos sdo uma mistura heterogénea que inclui dgua de condensagio,
componentes polares do 6leo ¢ metabdlitos secundarios voléteis que formam ligagGes de
hidrogénio com a agua (D’Amato et al., 2018; Tavares et al., 2022). Embora os hidrolatos
compartilhem algumas semelhangas com a composi¢do do dleo essencial correspondente, os

principais componentes estio presentes em concentragdes reduzidas. No entanto, alguns
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componentes soltveis em agua, frequentemente aqueles que contém oxigénio, estdo presentes
em concentragdes mais altas nos hidrolatos em comparagéo com os dleos essenciais (Wang et
al., 2023).

A Aagua residval gerada durante a destilagio, conhecida como fase aquosa da
hidrodestilagio (ou agua residual de destilagio) e da destilagio a vapor (ou agua de
condensagdo), € geralmente descartada como efluente (De Elguea-Culebras, Bravo € Sanchez-
Vioque, 2022; Tavares et al., 2022). No entanto, esta dgua residual ainda pode conter
antioxidantes e outros compostos biologicamente ativos, incluindo metabdélitos primarios e
secundarios, bem como compostos volateis ligados glicosidicamente, que podem ser

explorados para usos adicionais (D’ Amato et al., 2018; Tavares et al., 2022).

3.3 METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS E NAO VOLATEIS

A andlise das técnicas de extracdo dos compostos voliteis e ndo volateis revela que a
escolha do método pode influenciar significativamente a composigio da fragio bioativa obtida
(Mena et al., 2016). As vantagens ¢ desvantagens de cada método precisam ser ponderadas para
determinar a técnica mais adequada para a recuperacdo eficiente dos compostos de interesse.
Além disso, ¢ essencial considerar o custo de implementacdo ¢ operagdo de cada método, bem
como seus impactos ambientais e aspectos de sustentabilidade. A Figura 4 ilustra as principais

técnicas abordadas para a extragdo dos compostos volateis ¢ ndo volateis do alecrim.

FIGURA 4 - PRINCIPAIS TECNICAS PARA A EXTRACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS E NAO
VOLATEIS DO ALECRIM
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Entre as técnicas de extragdo de Oleos essenciais, a hidrodestilagdo e a destilagdo por
arraste de vapor sdo amplamente utilizadas. Além disso, técnicas inovadoras como a
hidrodestilacdo assistida por micro-ondas, que diminui o tempo de extragdo, ¢ a hidrodifusdo
por micro-ondas, uma extragdo combinada de compostos volateis € ndo volateis que ndo usa
solvente, t€ém mostrado resultados promissores (Seidi et al., 2016; Navarrete et al., 2011).

A maceragdo € o método mais simples e classico de extragdo de ervas, entretanto,
processos mais avangados, como a extragdo acelerada por solvente, a extragdo assistida por
ultrassom e a extracdo com fluido supercritico usando didxido de carbono (CO-), sdo
reconhecidos como métodos de extracdo verde, sendo ambientalmente preferiveis e
sustentaveis. Esses métodos oferecem grandes vantagens, como a significativa redugdo no
tempo de extragdo, maiores rendimentos ¢ a obtengdo de extratos de alta qualidade. A extragdo
assistida por micro-ondas, que utiliza o fendmeno de cavitagdo, também se destaca e pode ser
empregada como um método de pré-tratamento para melhorar ainda mais a eficiéncia dos
processos de extracdo (Ayyildiz, Pelvan e Karadeniz, 2024; Selvamuthukumaran e Shi, 2017;
Rodriguez-Rojo et al. 2012).

3.3.1 Extrag¢do de compostos volateis

3.3.1.1 Hidrodestilagdo

No processo de extragdo por hidrodestilagdo, o material vegetal ¢ diretamente imerso
¢ fervido em 4gua destilada. O vapor gerado passa pela matéria vegetal, transferindo os
compostos volateis para a superficie da matriz vegetal para subsequente separagdo. Esse vapor
¢ entdo condensado, resultando em uma mistura de 4gua e compostos voléteis provenientes da
matéria vegetal (Boufetacha et al., 2024). Quando a hidrodestilagdo é realizada com um
aparelho de Clevenger, a separacdo da agua ¢ do Oleo essencial ¢ facilitada pelo design
especifico do coletor, que possui uma valvula ou saida destinada ao escoamento do 6leo (Figura
5).

Os compostos aromaéticos volateis e a 4gua formam uma mistura azeotrdpica, que pode
ser evaporada conjuntamente sob pressdo similar, sendo posteriormente condensada e separada
devido a imiscibilidade e a diferenga de densidade entre a 4gua e os 6leos essenciais insoliveis
em agua. Embora seja um processo relativamente lento, esta técnica € simples de utilizar, segura
por nido empregar solventes toxicos e produz 6leos essenciais de alta qualidade. No entanto,

devido 4 exposi¢do prolongada a altas temperaturas, alguns compostos volateis e outros
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constituintes, como ésteres, podem sofrer degradagao, hidrdlise parcial e reagGes de rearranjo

(Boufetacha et al., 2024).

FIGURA 5 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENCAO DE OLEO ESSENCIAL POR MEIO DE
HIDRODESTILACAO EM APARELHO CLEVENGER
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FONTE: A autora (2026).
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3.3.1.2 Destilagdo por arraste de vapor

A destilagdo por arraste de vapor ¢é realizada em condigdes semelhantes a
hidrodestilagéio. Neste processo, o material vegetal é separado da dgua e colocado em um funil
de separagfio. A parte inferior do funil € conectada diretamente a um baldo contendo agua em
aquecimento, enquanto a parte superior ¢ conectada ao aparelho de Clevenger ¢ a um
condensador. O vapor de dgua sobe através do material vegetal, transportando os compostos
volateis para o condensador, onde o vapor € liquefeito, e a mistura de agua e 6leo & separada
por drenagem (Figura 6) (Boufetacha et al., 2024).

A vantagem deste método reside na sua capacidade de extrair Olecos essenciais
preservando sua qualidade, utilizando temperaturas moderadas, abaixo de 100°C (Boufetacha
et al., 2024). No entanto, assim como na hidrodestilagdo, os 6leos essenciais insolliveis em agua
podem ser coletados, mas os componentes da fase aquosa sdo frequentemente perdidos, uma

vez que sdo pobres em compostos fendlicos (Zhang et al., 2022).
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FIGURA 6 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENGAOQ DE OLEO ESSENCIAL POR MEIO DE ARRASTE
DE VAPOR EM APARELHO CLEVENGER
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FONTE: A autora (2026).

3.3.1.3 Hidrodestilagdo assistida por micro-ondas

A hidrodestilagdo assistida por micro-ondas € uma variagdo da hidrodestilagdo que
utiliza um forno de micro-ondas no processo de extracio de Oleos essenciais (Figura 7)
(Golmakani e Rezaei, 2008). O aquecimento por micro-ondas fragiliza ou rompe as paredes
celulares, resultando em uma aceleragfo da cinética do processo de extracdo de 6leos essenciais
(Elyemni et al., 2019). A combinacdo destes dois métodos também resulta em economia de

tempo e redugdo de custos operacionais (Seidi et al., 2016).

FIGURA 7 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENCAO DE OLEO ESSENCIAL POR MEIO DE
HIDRODESTILACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS EM APARELHO CLEVENGER
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Por ndo necessitar de varias horas de aquecimento para atingir a extracdo completa,
como ocorre no método tradicional de hidrodestilagdo, ndo sdo observadas alteragdes adversas
nas composi¢des quimicas dos dleos essenciais. O método combinado evita a degradagdo de
compostos por meio de efeitos térmicos ou hidroliticos e a perda de componentes volateis (Seidi
et al., 2016). Todavia, as diferengas nas composi¢es quimicas dos 6leos essenciais obtidos
pelo método tradicional de hidrodestilagdo € pela hidrodestilagdo assistida por micro-ondas
muitas vezes sdo insignificantes (Golmakani e Rezaei, 2008; Seidi et al., 2016; Elyemni et al.,
2019).

3.3.1.4 Hidrodifusdo por micro-ondas a gravidade

A hidrodifusdo por micro-ondas e a gravidade é um método de extrag@o sem solvente
que combina aquecimento por micro-ondas com gravidade & pressdo atmosférica. Esse método
permite a extragdo simultinea de fracdes volateis (6leo essencial) e ndo volateis (extrato aquoso
rico em compostos fenodlicos). Inicialmente, a extragdo é realizada por micro-ondas sem o uso
de solventes, apenas com a amostra umidificada. A irradiagdo por micro-ondas aquece o
material vegetal imediatamente, € o aumento da temperatura e da pressdo dentro das células
vegetais causa ruptura fisica, liberando os compostos para o meio (Navarrete et al., 2011;
Ferreira et al., 2020).

Os compostos liberados do material vegetal sdo drenados por gravidade através de um
condensador externo & cavidade do micro-ondas e coletados em um funil de separagdo. Este
método ndo exige a evaporagdo do Oleo para sua recuperag@o, uma vez que o 6leo essencial é
separado do extrato aquoso por densidade (Figura 8) (Navarrete et al., 2011; Ferreira et al.,
2020).

As técnicas utilizadas para a destilagio de Oleos essenciais € o subsequente
processamento do residuo normalmente afetam a composi¢do dos compostos fendlicos do
extrato devido a degradagdo térmica. No entanto, a hidrodifusdo por micro-ondas e gravidade,
ao evitar a fervura continua da biomassa em agua por horas, preserva muitos componentes
polares. Dessa forma, os compostos fendlicos do material vegetal sdo mantidos no extrato
aquoso, que, se necessario, pode passar por uma nova extragdo (De Elguea-Culebras, Bravo ¢
Sanchez-Vioque, 2022; Chouhan et al., 2019).

A hidrodifusdo por micro-ondas e gravidade permite a extrag@o simultdnea das fragdes
de 6leo essencial e dos compostos fenolicos de maneira rapida e sem solventes, proporcionando

aumento de produtividade, bem como economia significativa de energia e custos. Essas
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caracteristicas sdo importantes para aplica¢des industriais. Contudo, as limitagSes deste método
incluem a capacidade limitada do micro-ondas, projetado para pequenas quantidades de
amostras, e a acessibilidade a esse aparato (De Elguea-Culebras, Bravo e Sanchez-Vioque,

2022; Chouhan et al., 2019).

FIGURA 8 - ESQUEMA ILUSTRATIVC DA OBTENCAO DAS FRACOES VOLATEIS E NAO VOLATEIS
POR MEIO DE HIDRODIFUSAQ POR MICRO-ONDAS A GRAVIDADE

Forno micro-ondas

Amostra Vaso de extragdo

Condensador

Oleo
essencial ~——————— Extrato aquoso

FONTE: A autora (2026).
As técnicas de extragdo de oOleos essenciais (compostos wvolateis) do alecrim
apresentadas no texto variam em seus principios, eficiéncia, tempo de extragio ¢ impactos na
qualidade do produto. O Quadro 1 compila as principais caracteristicas, vantagens e

desvantagens dos métodos de extragdo de compostos volateis citados.

QUADRO 1 - COMPARACAO DAS TECNICAS DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

Caracteristica
Técnica Vantagens Desvantagens
Principal

Material vegetal Simoles de usar. seguro Processo relativamente lento.
imerso e fervido em STp » SCgUL Degradagdo/hidrolise parcial de
. __ (ndo usa solventes toxicos), g
Hidrodestilaggo 4gua. O vapor ¢ o ésteres € outros constituintes

; produz 6leos essenciais de i1 s .
condensado e o dleo devido 4 exposicéo prolongada a

essencial & separado. alta qualidade. altas temperaturas.
Vapor de agua gerado
secparadamente passa Preserva a qualidade dos Componentes da fase aquosa
Destilagfio por através do material bleos essenciais. Utiliza (pobres em fendlicos) sio
Arraste de Vapor vegetal, temperaturas moderadas ———
transportando os {(abaixo de 100°C) )

volateis.
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Quadro 1. {Conclusao)
Significativa redugio no
tempo de extragéo. s v
ottt | . Cobm | Boonomindocums | A il e comporice
Assistida por throdeg.tllaqﬁo com Operacionats. Bvitaa em relagédo & hidrodestilagio
Micro-ondas aq;;:g:izr;t;asor dzgrrz dacan te % pelrft'de tradicional podem ser
] ponentes volateis i LSS,
observadas na
hidrodestilacio tradicional.
Aquecimento por Extracdorpida.e gem
micro-ondas sem . so}ventes. E el . . . .
Iventes. seeuido de simultdnea de dleo essencial | Capacidade limitada do micro-
Hidrodifuséo por 50 s » SCBLL € compostos fendlicos. ondas (projetado para pequenas
Micro-ondas a vi:::felr’nmﬁte a Aumenta a produtividade e quantidades de amostras).
Gravidade i;a tracio s:im uliinea economiza energia/custos. Acessibilidade ao aparato pode
1 ﬁa:g:ﬁes S5l Preserva muitos ser uma limitagdo.
o voliteis componentes polares
) (compostos fendlicos).

FONTE: A autora (2026).

3.3.2 Extragfio de compostos ndo voléteis

3.3.2.1 Maceragdo

A maceragio ¢ o método mais simples € cldssico de extragdo sélido-liquido de ervas

utilizando solventes para obter extratos naturais (Vieitez et al., 2018). Neste procedimento, o

solvente € adicionado a um recipiente tampado contendo a amostra inteira ou grosseiramente

moida. O recipiente é entdo deixado em repouso 2 temperatura ambiente até que os compostos

solliveis se dissolvam. O tempo de maceracgéo e a agitagdo do sistema podem variar conforme

a natureza da amostra € o objetivo da extragio (Malini, Saranya e Parameswari, 2023).

FIGURA 9 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR MEIO DA

MACERACAO

Liberagdo dos
compostos
para o meio

>
Amostra moida

<
\

Varidveis

Maceragdo

FONTE: A autora (2026).

Adigao de solvente
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O objetivo da maceragéo € isolar os componentes desejados do material inerte usando
um solvente seletivo. Para obter resultados ideais, ¢ fundamental utilizar material fresco. A
escolha do solvente € determinada pela solubilidade dos componentes desejados. A técnica de
maceragao ¢ adequada quando a amostra ou a parcela de interesse requer um solvente diferente
de um azedtropo ou de um solvente puro em ebuli¢io. Apesar de sua menor eficiéncia em
comparagdo com métodos mais modernos, a maceracdo ¢ valorizada por seu baixo custo ¢

simplicidade (Malini, Saranya e Parameswari, 2023).

3.3.2.2 Extracéo assistida por ultrassom

O método de extragdo assistida por ultrassom utiliza ondas ultrass6nicas com
frequéncia entre 20 kHz e 100 MHz. Essas ondas se propagam através do solvente e da amostra,
gerando bolhas de cavitagdo devido as regiGes alternadas de compresséio e expansdo. Esse
processo resulta no fendmeno de cavitagdo, que promove a formacéo, crescimento ¢ colapso
das bolhas. O colapso dessas bolhas proximo a superficie do material vegetal causa a ruptura
das paredes celulares e a liberagdo dos compostos fendlicos no solvente (Ali, Chua e Chow,
2019; Selvamuthukumaran ¢ Shi, 2017). A Figura 10 ilustra o processo de obtengdo de

compostos fendlicos por meio da extrag¢@o assistida por ultrassom e o fendmeno de cavitagio.

FIGURA 10 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR MEIO DA
EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

------------- Compressao

................ Expansédo

Extracdo em Crescimento e colapso de bolhas
banho de ultrassom (cavitagdo)

Alecrim  Tecido vegetal  Célula vegetal

Parede celular Liberagdo de L

compostos fendlicos L'~

Rupturas formadas ( Entrada do
pela cavitacao solvente

FONTE: A autora (2026).
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Como diferentes compostos sdo extraidos com diferentes solventes, a selegdo do
solvente ¢ determinada pelos compostos fenodlicos alvo. Os solventes tradicionais mais
utilizados para essa técnica incluem 4gua, etanol, metanol e suas misturas. Por exemplo, o acido
rosmarinico ¢ mais solivel em solucdes aquosas, enquanto os acidos ursolico e oleandlico t€m
maior solubilidade em solventes orgénicos. Concentragdes de 70% de etanol séo eficazes para
a extragdo do acido rosmarinico, enquanto concentragoes de 90% de etanol favorecem a
extragdo dos acidos ursodlico ¢ oleandlico (Ali, Chua e Chow, 2019; Bernatoniene et al., 2016).

Além da escolha do solvente, a eficiéncia da extragdo é influenciada por varias
variaveis, incluindo as propriedades do soluto, do solvente e as condi¢es da extracdo assistida
por ultrassom, como tempo, temperatura, tamanho das particulas e a relagio soluto/solvente.
Essas varidveis devem ser cuidadosamente controladas para otimizar o rendimento € a

qualidade dos compostos fenolicos (Ali, Chua e Chow, 2019; Bernatoniene et al., 2016).

3.3.2.3 Extragfo por Soxhlet

A extrag@io por Soxhlet (Figura 11) ¢ um método simples e versatil que nfio exige
instrumentos caros. O sistema de extragdo Soxhlet consiste em um baldo de fundo redondo
colocado em uma manta aquecedora, acoplado a uma cimara de extracdo horizontal ¢ a um
condensador principal. O condensador é conectado a um abastecimento de agua que atua como
refrigerante (Laina et al., 2021).

FIGURA 11 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DA OBTENGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR MEIO DA
EXTRACAO POR SOXHLET
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FONTE: A autora (2026).
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A amostra € colocada em um recipiente de papel prensado e inserida na cdmara de
extragdo do dispositivo. O solvente é aquecido e vaporizado, o vapor de solvente sobe pelo
brago lateral e condensa no condensador. O solvente liquido entdo goteja sobre a amostra
contida no dedal de extra¢do. Quando o solvente atinge um determinado nivel no dedal, ele €
sifonado de volta para o baldo de fundo redondo, carregando consigo os compostos extraidos.
Esse ciclo se repete varias vezes, permitindo uma extragdo eficiente dos compostos desejados
(Laina et al., 2021).

A extracdo Soxhlet é amplamente utilizada em escala laboratorial para recuperar
extratos ricos em fenolicos. Este método emprega solventes com alta capacidade de formagdo
de ligagdes de hidrogénio, como metanol e acetona, resultando em altos rendimentos de
compostos antioxidantes, especialmente diterpenos fendlicos (Irakli et al., 2023). A eficiéncia
da técnica pode ser otimizada ajustando o tamanho das particulas dos sélidos, a composigdo do
solvente, a relagdo solido-solvente € o tempo de extragdo, com o objetivo principal de
maximizar o rendimento (Laina et al., 2021).

No entanto, o método apresenta desvantagens significativas devido as altas
temperaturas e ao tempo prolongado de processamento (Irakli et al., 2023). Muitos compostos
funcionais presentes no alecrim sdo termoldbeis, portanto, as altas temperaturas durante a
extragdo podem levar & sua degradag@o e a redugdo da bioatividade dos extratos obtidos
(Lesnik, Furlan e Bren, 2021).

3.3.2.4 Extragdo assistida por micro-ondas

O sistema de extragdo por micro-ondas permite a dispersdo uniforme da radiagdo de
micro-ondas na cavidade de extragdo. As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas ndo
ionizantes com frequéncias que variam entre 300 MHz e 300 GHz. A extragdo pode ser
realizada sob pressdo atmosférica (sistema aberto) ou alta pressdo (sistema fechado) (Kumar,
Umama e Khan, 2019).

Como forma de energia eletromagnética, as micro-ondas possuem campos elétricos e
magnéticos que sdo perpendiculares entre si. Esses campos elétricos aquecem as amostras
através de dois mecanismos simultdneos: a rotagdo dipolar ¢ a condugdo i6nica. Na rotagdo
dipolar, moléculas com dipolo (permanente ou induzido) tentam alinhar-se com o campo
elétrico das micro-ondas, provocando oscilagdes € colises entre as moléculas. Na condugio
i6nica, os fons presentes na amostra movimentam-se sob a influéncia do campo elétrico,

causando colisdes com outras moléculas. Esses dois mecanismos, ilustrados na Figura 12,
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geram calor rapidamente ¢ de forma homogénea em toda a amostra (Rodriguez-Rojo et al.,
2012).

FIGURA 12 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS MECANISMOS ATUANTES NA EXTRACAO POR MICRO-

ONDAS
E
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FONTE: A autora (2026).

para dentro, a extragdo por micro-ondas aquece a amostra internamente. A agua presente nas
células vegetais absorve a energia das micro-ondas, causando um superaquecimento interno.
Esse aumento de temperatura e pressdo dentro das células resulta na ruptura fisica das células
¢ na lixiviagdo dos constituintes ativos para o meio circundante. Esse fen6meno pode ser
intensificado se a matriz vegetal for submersa em um solvente que tenha maior eficiéncia de
aquecimento sob micro-ondas (Rodriguez-Rojo et al,, 2012; Ferreira et al., 2020; Kumar,
Umama e Khan, 2019).

A eficiéncia da extragdo por micro-ondas ¢ influenciada por varias condigdes
operacionais, como a natureza do solvente, o tempo de extracgio, a poténcia das micro-ondas e
a temperatura. A escolha do solvente adequado € crucial e deve considerar a solubilidade do
composto alvo, a penetragdo do solvente e a interacdo com a matriz da amostra. Embora
solucdes aquosas sejam frequentemente desejadas, solventes como etanol, metanol ¢ acetona
também sdo eficazes. A poténcia, a temperatura e o tempo de extragdo devem ser otimizados
para maximizar o rendimento e minimizar a degradagdo térmica e a oxidagéo de compostos
sensiveis ao calor (Kumar, Umama ¢ Khan, 2019).

Além disso, as micro-ondas podem ser utilizadas como método de pré-tratamento. A

extragdo por micro-ondas sem solvente, utilizando apenas 4gua para umedecer a amostra, pode
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melhorar o rendimento da extracéo tanto dos compostos do extrato quanto do dleo essencial.
Esse pré-tratamento € essencial para superar limitagSes na transferéncia de massa interna e para
aumentar a efici€ncia da extracdo subsequente (Rodriguez-Rojo et al., 2012). No entanto, a
aplicacdo industrial da tecnologia de micro-ondas ainda € limitada devido & dificuldade de

expandir os fornos de micro-ondas para escala industrial (Gonzalez-Rivera et al., 2016).

3.3.2.5 Extragao por liquido pressurizado

A extragdo por liquido pressurizado, também conhecida como extragdo acelerada por
solvente, ¢ uma técnica solido-liquido que utiliza alta pressdo e temperatura para extrair
compostos bioativos de matrizes vegetais. Este método ¢ eficiente para aumentar a solubilidade
do solvente, bem como para melhorar a difusfo e penetragdo nas células vegetais (Lefebvre,
Destandau e Lesellier, 2021).

No processo, a amostra (0,5 - 10 g) € colocada na parte superior da cé€lula de extracio,
¢ um suporte solido € adicionado até preencher completamente o espago disponivel. Um filtro
de membrana de néilon ou celulose ¢ colocado na tampa da extremidade inferior da célula. A
célula € entdo posicionada no forno para aquecimento, enquanto uma bomba de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) fornece o solvente para a célula. O solvente ¢ aquecido e
circulado através da célula até que a pressdo definida seja alcangada. Este procedimento ¢
conhecido como extragdo dindmica. Uma vez atingida a temperatura e pressdo desejadas, a
célula ¢ mantida em extragio estatica por um intervalo de tempo especifico. Apds o periodo de
extracdo estatica, o solvente fresco ¢ bombeado através da célula para promover a extragio
efetiva dos compostos. Um circuito de gas inerte, geralmente nitrogénio, ¢ utilizado para
assegurar um fluxo continuo de solvente através da célula e garantir que todo o material seja
lixiviado das linhas apés a extragdo estatica. O solvente € entdo liberado, e o0 extrato resultante
¢ coletado em tubos ou vasos, concluindo um ciclo de extragdo (Figura 13). Este processo pode
ser repetido em mltiplos ciclos para maximizar a extragdo dos compostos desejados (Lefebvre,

Destandau e Lesellier, 2021; Fraguela-Meissimilly et al., 2023; Barp, Visnjevec e Moret, 2023).
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FIGURA 13 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DO EQUIPAMENTO DE EXTRACAO DE LiQUIDO
PRESSURIZADO E SEU FUNCIONAMENTO
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FONTE: A autora (2026).

O calor na extragao por liquido pressurizado (PLE) aumenta a taxa de difusdo e facilita
a quebra das interagGes entre a matriz e o analito, enquanto a alta pressdo mantém o solvente
abaixo do seu ponto de ebuli¢do. Esses cfeitos combinados resultam em uma melhoria no
rendimento da extragfio, mas podem reduzir a seletividade do processo. O tempo também
desempenha um papel crucial, especialmente em altas temperaturas, pois pode intensificar as
reagdes de degradagdo que ocorrem diretamente na cé€lula de extragdio. A temperatura pode
impactar a extracio seletiva dos compostos de forma positiva ou negativa, dependendo de sua
estrutura quimica. Apesar de a pressdo permitir o uso de temperaturas superiores ao ponto de
ebuli¢do do solvente, ndo ¢ sempre necessdrio aplicar calor excessivo. Adicionalmente, o
mamero de ciclos de extragdo influencia a eficiéncia do processo (Lefebvre, Destandau ¢
Lesellier, 2021; Fraguela-Meissimilly et al., 2023).

Dado que a eficiéncia da PLE depende de pardmetros criticos como o solvente, a
pressdo, a temperatura, o volume de descarga e o niimero de ciclos de extragio, o planejamento
experimental é essencial para otimizar esses fatores. Esse planejamento permite avaliar néo
apenas os efeitos individuais de cada pardmetro, mas também suas interages. Em particular,
a0 extrair analitos termolabeis, deve-se prestar especial atengfic 4 temperatura para evitar a
degradacdo dos compostos sensiveis (Hoff e Pizalato, 2018).

As técnicas de extragdo s6lido-liquido apresentadas para a recuperagdo de compostos
nédo volateis variam amplamente em termos de simplicidade, custo, eficiéncia e o uso de
métodos verde. O Quadro 2 compila as principais caracteristicas, vantagens e desvantagens dos

métodos de extracio de compostos ndo volateis citados.
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QUADRO 2 - COMPARACAO DAS TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS NAO VOLATEIS

Técnica Cara'c terlstlca Vantagens Desvantagens
Principal
Método classico e
simples. Solvente e | Baixo custo e simplicidade de | Menor eficiéncia em comparagéo
Maceragio amostra em repouso | uso. Adequado para amostras com métodos modernos. Lento
a temperatura sensiveis ao calor. (longo tempo de extragdo).
ambiente.
Utiliza ondas
~ ultrassOnicas Rapida e eficiente na ruptura | A eficiéncia depende do controle
Extragdo o ~ . e .
Assistida por (cavitagdo) para celular. Redugao.no tempo de rigoroso de varidveis como
romper as paredes extragéo. Considerado um tempo, temperatura, solvente, e
Ultrassom - ; .
celulares e liberar os método verde. relacdo soluto/solvente.
compostos.
Ext’rac;ao ciclica Meétodo simples e versétil, ndo Altas temperaturas e tempo
continua. Solvente .
= . exige instrumentos caros. prolongado de processamento.
Extrag8o por vaporiza, condensa . ~
Resultados em altos Risco de degradagio de
Soxhlet sobre a amostra ¢ . . oy o
. rendimentos de diterpenos compostos termolabeis e redugio
sifona o extrato de o .
= fendlicos. da bioatividade.
volta ao baldo.
Adquecimento interno Aquecimento réapido e A aplicagdo industrial é limitada
Extragdo da amostra por homogéneo (de dentro para (dificuldade de expandir o forno
Assistida por rotagdo dipolar e fora). Redugéo no tempo de para escala industrial).
Micro-ondas condugéo ibnica, extracdo. Pode ser usado como Necessidade de otimizar
(EAM) causando a ruptura pré-tratamento sem solvente poténcia, temperatura e tempo
celular. para maior eficiéncia. para evitar degradacgfo.
Melhora o rendimento da
Utiliza alta pressdo € | extragfio. Rapida (redu¢o no | O aumento da temperatura pode
Extrac@o por temperatura para tempo). A alta presso intensificar as reagoes de
Liquido aumentar a mantém o solvente abaixo do degradagdo (necessidade de
Pressurizado | solubilidade, difusdo | seu ponto de ebuligéo (apesar planejamento experimental).
(PLE) e penetragdo do de usar altas temperaturas). Pode reduzir a seletividade do
solvente. Considerado um método processo.
verde.

FONTE: A autora (2026).

3.4 COMPOSICAO QUIMICA DO ALECRIM

O alecrim (R. officinalis) contém pelo menos 140 compostos identificaveis tanto na
fragdo volatil (6leo essencial) quanto na fracdo ndo volatil (extrato). Os constituintes
predominantes da fragdo volatil sio monoterpenos como 1,8-cineol, o-pineno, canfora, canfeno,
B-pineno, mirceno, borneol e linalol, além de flavonoides como apigenina e a luteolina (Aziz et
al.,, 2022; Ali, Chua e Chow, 2019). Por outro lado, a fragdo ndo volatil é composta
principalmente por acidos fendlicos, diterpenos, triterpenos e flavonoides. Entre os principais
acidos fendlicos presentes no extrato de alecrim estdo os acidos rosmarinico e cafeico. A classe
dos diterpenos inclui compostos como acido carndsico, carnosol ¢ rosmanol, enquanto os

triterpenos sdo representados pelo acido oleandlico e 4cido ursdlico. Na classe dos flavonoides,
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destaca-se a galocatequina (Bouammali et al., 2023; Ali, Chua e Chow, 2019; Christopoulou et
al., 2021).

3.4.1 Compostos volateis

A Tabela 1 apresenta os principais compostos volateis presentes no 6leo essencial de
alecrim obtidos por diferentes métodos de extragdo. Esta caracterizagdo oferece uma visdo do
perfil fitoquimico do alecrim e possibilita a comparagdo entre as técnicas de extragdo. Além
disso, a tabela ilustra as variagdes na composigdo quimica do dleo essencial resultantes dos

diferentes métodos de extragdo, bem como as flutuagdes na composi¢do dentro de cada método.

TABELA 1 — CARACTERIZACAO DO OLEO DE ALECRIM POR MEIO DOS METODOS DE
EXTRACAO DE HIDRODESTILACAO (HD), DESTILACAO POR ARRASTE DE VAPOR (SD) E
HIDRODIFUSAO POR MICRO-ONDAS E GRAVIDADE (MHG)
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3.4.2 Compostos ndo volateis

A Tabela 2 oferece um panorama dos compostos ndo volateis identificados no extrato
de alecrim, caracterizados por diferentes métodos de extrag@o. A tabela inclui a andlise dos
principais acidos fendlicos, diterpenos, triterpenos e flavonoides presentes, bem como algumas
das técnicas de extragdo empregadas. A apresentagdo desses dados possibilita uma avaliagdo
comparativa das metodologias utilizadas e destaca a composi¢do quimica do extrato de alecrim
em relacdo aos métodos de extragcdo empregados, além das variagGes observadas dentro de cada

técnica.
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desse composto em comparagdo com outras técnicas. O carnosol, que ocupa a segunda posigdo
em termos de quantidade, apresentou valores de até 226,20 mg/g no método SFE, contudo, Del
Pilar Sanchez-Camargo et al. (2014) relataram resultados bastante divergentes para essa técnica
sob condi¢des operacionais similares (45,61 mg/g).

Em relacdo aos triterpenos, um valor expressivo de 89,70 mg/g foi encontrado para o
acido oleandlico, embora esse composto raramente seja quantificado em estudos, o que limita
uma analise mais detalhada sobre sua presenga em extratos de alecrim. O acido ursélico
apresentou consideravel variabilidade, tanto entre os diferentes métodos quanto dentro do
mesmo método, com valores mostrando flutuagoes significativas. Essa variabilidade sugere que
fatores como condigdes operacionais, tempo de extracdo e natureza da amostra podem
influenciar substancialmente a quantidade desse composto, destacando a necessidade de um
melhor entendimento dos pardmetros que afetam sua extracdo. O principal acido fendlico
presente no extrato de alecrim € o acido rosmarinico, com valores variando de 11,60 a 53,91
mg/g, demonstrando uma concentracdo significativa desse composto.

Por fim, a analise comparativa dos métodos de extragdo revela que diferentes técnicas
influenciam significativamente a composi¢éo quimica do extrato de alecrim. A variag@o nas
concentragdes dos compostos analisados reflete a complexidade das interagdes entre a matriz
vegetal e as condi¢des de extragdo, ressaltando a importancia de otimizar esses processos para
maximizar a recuperagdo de compostos bioativos. A diversidade nos resultados também sugere
que a escolha do método de extragdo deve ser cuidadosamente considerada, dependendo dos

compostos-alvo e da aplicacdo desejada para o extrato.

3.5 COMPOSTOS BIOATIVOS E SUAS ACOES ANTICANCERIGENAS

3.5.1 Compostos volateis e suas agdes anticancerigenas
O Oleo essencial de alecrim ¢é caracterizado por uma alta concentragdo de
monoterpenos, incluindo 1,8-cineol, a-pineno, canfora, canfeno, B-pineno, mirceno, borneol e

linalol, além de flavonoides como apigenina e a luteolina (Figura 13).
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FIGURA 13 - PRINCIPAIS COMPOSTOS VOLATEIS DO OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM
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FONTE: Sigma-Aldrich, 2024.

Os compostos 1,8-cineol, a-pineno, cinfora e borneol se destacam devido ao seu peso
molecular predominante. Esses mesmos compostos possuem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antimutagénicas e antiproliferativas significativas, contribuindo para os efeitos
anticincer do 6leo (Di Martile et al., 2020).

Os compostos volateis presentes no 6lco essencial de alecrim promovem a morte
celular programada (apoptose) em células cancerigenas por meio de diversas vias. Compostos
chave, como 1,8-cineol ¢ o-pineno, atuam ativando proteinas pré-apoptéticas e inibindo
proteinas anti-apoptdticas, o que leva a indugdo da apoptose pela geragdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e pela modulagio de vias de sinalizagio apoptoticas (LeSnik, Furlan e Bren,
2021; Huang et al., 2024). Ainda, os compostos 1,8-cineol e canfora induzem a parada do ciclo
celular, prevenindo a replicagéo descontrolada de células malignas (Di Martile et al., 2020). A
sua atividade antioxidante ¢ mediada pela neutralizagdo de radicais livres e pela indugdo de
enzimas antioxidantes, reduzindo o estresse oxidativo, um fator critico no desenvolvimento do
cancer (Sharma et al., 2022).

Adicionalmente, os compostos volateis presentes no dleo essencial de alecrim tem a
capacidade de inibir a invasdo e a migracdo de c€lulas cancerigenas, além de suprimir a
angiogénese tumoral. Isso € alcangado através da modulag@o de vias de sinalizagéo que regulam
a adesdo celular, a motilidade e a formagdo de vasos sanguineos (Di Martile et al., 2020).
Monoterpenos como 1,8-cineol e a-pineno demonstram efeitos anti-inflamatérios significativos
ao inibir a produgdo de citocinas e enzimas pré-inflamatdrias, reduzindo a inflamagdo e
prevenindo a criagdo de um microambiente tumoral favoravel a progressdo do cancer (LeSnik,
Furlan e Bren, 2021).
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E importante destacar que as propriedades anticincer néio dependem exclusivamente
dos seus principais constituintes do oleo. A eficicia anticdncer pode ser amplificada por
compostos menores ¢ pela interagdo sinérgica entre os diferentes constituintes presentes,
otimizando a capacidade de intervir em multiplas vias celulares associadas ao desenvolvimento

e 4 progressdo do cincer (El Sala ct al., 2024).
3.5.2 Compostos néo volateis e suas agoes anticancerigenas

Os compostos fendlicos niio volateis presentes no alecrim, incluindo acido carndsico,
carnosol, rosmanol, dcido rosmarinico, acido cafeico, acido oleandlico, acido ursolico e
galocatequina, demonstram uma eficacia anticincer significativa (Figura 14) (Bouammali et
al., 2023). Esses compostos bioativos possuem propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
antiproliferativas, que atuam na inibi¢fo da formagfo de tumores, induzem a parada do ciclo
celular ¢ desencadeiam mecanismos de apoptose ¢ autofagia. Além disso, esses compostos
interferem nas vias de transdugéo de sinais celulares relacionados ao céncer (Aziz et al., 2022;
Petiwala e Johnson, 2015; Fujii et al., 2013). A Figura 14 ilustra esses compostos bioativos, que
foram identificados como promissores para a prevengdo ¢ tratamento de vérios tipos de céncer,
incluindo carcinoma, leucemia, cincer de mama, préstata, pulmio e figado, entre outros (Aziz
et al., 2022; Petiwala; Johnson, 2015; Bouammali et al., 2023).

FIGURA 14 - PRINCIPAIS COMPOSTOS NAO VOLATEIS DO EXTRATO DE ALECRIM
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3.5.2.1 Acido carndsico

O 4cido carnosico, um diterpeno fendlico raro nas espécies da familia Lamiaceae, € o
principal composto fenodlico encontrado no alecrim (Birti¢ et al., 2015). Possui formula quimica
C20H2804 € sua estrutura inclui trés anéis de seis membros. Devido a sua configuragéo, o acido
carnosico € instdvel em solugdo e pode ser oxidado para formar carnosol (Sirajudeen et al.,
2024; Selvamuthukumaran e Shi, 2017; Petiwala e Johnson, 2015; Birti¢ et al., 2015).
Juntamente com o carnosol, o 4cido carndsico € responsavel por cerca de 90% da capacidade
antioxidante do extrato de alecrim (Petiwala e Johnson, 2015; Bouammali et al., 2023).

No alecrim, o acido carndsico ¢ predominantemente encontrado nos cloroplastos,
concentrando-se principalmente nas folhas, mas também presente em sépalas e pétalas, com a
maior concentragdo observada nas folhas (Bouammali et al., 2023; Sirajudeen et al., 2024; Aziz
et al., 2022). Nas plantas, ele desempenha um papel crucial na proteg¢do dos cloroplastos contra
danos oxidativos provocados por estresses ambientais (Sirajudeen et al., 2024; Birti¢ et al.,
2015).

Nas células cancerigenas, o &cido carndsico exibe propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes e anticincer. Ele previne o crescimento celular reduzindo o estresse oxidativo e a
inflamagdo. Além disso, 0 acido carndsico induz a apoptose em células cancerigenas e limita
seu crescimento por meio de efeitos antiangiogénicos, enquanto ndo afeta células normais

(Selvamuthukumaran e Shi, 2017; Sirajudeen et al., 2024; Min, Jung e Know, 2014).

3.5.2.2 Carnosol

O carnosol ¢ um diterpeno fendlico dietético, solivel em diversos solventes organicos,
com a férmula empirica C20H2804 € estrutura contendo um anel lactona. Ele é formado pela
oxidacgdo do acido carndsico € possui propriedades notdveis promotoras a saude, incluindo
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e anticancerigena (Karagianni et al., 2022). Devido a
essas propriedades, o carnosol tem sido objeto de extensas pesquisas em diversos tipos de
cancer, como pulmao, célon, mama, pancreas, prostata, leucemia, cérebro e pele (Petiwala ¢
Johnson, 2015; Johnson, 2011; O'Neill, 2020). Estudos indicam que o carnosol € bem tolerado
em ensaios de toxicidade de curto ¢ longo prazo ¢ pode ser administrado por diferentes vias
(Johnson, 2011).

Como agente anticancerigeno, o carnosol atua através de multiplos mecanismos. Ele

inibe a proliferagdo celular, migrago, invasdo ¢ metastase de células cancerigenas, além de
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induzir autofagia e apoptose (Petiwala; Johnson, 2015; Alsamri et al., 2021). O cancer € uma
doenga multifasica, compreendendo os estagios de iniciagdo, promog¢do e progressdo. O
carnosol se destaca como um agente quimiopreventivo eficaz por sua capacidade de interferir

em multiplos estigios do desenvolvimento do céncer (Petiwala e Johnson, 2015).

3.5.2.3 Rosmanol

O rosmanol ¢ um diterpeno fendlico com férmula empirica C20H260s, produzido pela
oxidacdo do acido carndsico, semelhante ao carnosol, e apresenta uma estrutura com anel
lactona (Chan, Wong ¢ Chan, 2021). Este composto ndo apenas exibe propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, mas também possui um efeito citotéxico significativo. A
inducdo de apoptose pelo rosmanol em células é mediada pela ativagdo de caspases e envolve

a regulagio tanto da via apoptoética mitocondrial quanto da via extrinseca (Cheng et al., 2011).

3.5.2.4 Acido rosmarinico

O é4cido rosmarinico ¢ um acido fendlico hidroxilado solivel em agua, com férmula
quimica C18H160s, originado pela esterificag@o do acido cafeico e do acido 3,4-di-hidroxifenil-
lactico (Radziejewska et al., 2018). Predominante nas folhas de alecrim, o 4cido rosmarinico
possui notaveis propriedades antivirais (Tsukamoto, 2018), antioxidantes (Matejczyk et al.,
2018) e anticancerigenas (Moore, Yousef e Tsiani, 2016). Suas atividades biol6gicas incluem
a indug@o da morte celular programada (apoptose), a inibigdo da formagdo e crescimento de
tumores ¢ a redugdo da disseminagdo do cancer (Matejczyk et al., 2018).

O acido rosmarinico atua através de multiplos mecanismos anticancerigenos. Ele induz
a apoptose por ativacdo de caspases, reduz o crescimento tumoral por inibi¢do da angiogénese
(Bouammali et al., 2023; Radziejewska et al., 2018), e provoca a interrupg¢ao do ciclo celular e
a inibi¢do da proliferagdo de células cancerigenas (Matejczyk et al., 2018). Além disso, o acido
rosmarinico influencia a regulagdo epigenética ao alterar padrdes de expressdo génica que

modulam a progressdo do cancer (Bouammali et al., 2023; Radziejewska et al., 2018).

3.5.2.5 Acido cafeico

O écido cafeico € um composto fendlico com férmula quimica CoHgOa, sintetizado por
todas as espécies vegetais através de seus metabolismos secundarios. Embora esteja presente

em concentragdes relativamente baixas nas células vegetais, desempenha papéis essenciais na
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defesa contra predadores, como fungos e bactérias, devido as suas propriedades
antimicrobianas, e na protecdo das folhas contra a radiacdo ultravioleta B (UV-B) (Espindola
et al., 2019; Swistocka, 2013). Além de suas atividades antimicrobianas, o acido cafeico ¢
reconhecido por suas propriedades antitumorais, antivirais, anti-inflamatoérias e antioxidantes
(Swistocka, 2013).

No contexto da quimioprevengao, o acido cafeico se destaca como um agente promissor
e um adjuvante emergente para a quimioterapia do cancer. Devido aos efeitos adversos graves
e a geragdo de quimiorresisténcia associados a muitos agentes anticincer, a combinagdo do
acido cafeico com medicamentos quimioterapicos pode produzir efeitos sinérgicos no
tratamento do céncer. Essa interagdo pode levar a inducdo da apoptose, a redugdo da dose de
farmacos utilizados € ao aumento da eficicia da quimioterapia (Matejczyk et al., 2018;
Koraneekit et al., 2018; Koraneekit et al., 2016).

3.5.2.6 Acido oleandlico

O acido oleandlico, com férmula molecular C30HagOs, € um triterpenoide pentaciclico
amplamente encontrado no reino vegetal. Este composto destaca-se por suas propriedades
farmacologicas variadas, incluindo hepatoprotegdo, ag¢do anti-inflamatéria, atividade
antioxidante e, de forma proeminente, potencial anticancerigeno. As propriedades estéricas do
metil exociclico e de outros grupos funcionais presentes nos triterpenoides naturais conferem
ao acido oleandlico e seus derivados um grande potencial terapéutico. Devido ao crescente
interesse em sua aplicagdo clinica, modificagdes quimicas em sua estrutura tém sido realizadas
para melhorar a poténcia, reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade e solubilidade
do composto (Baer-Dubowska, Narozna ¢ Krajka-Kuzniak, 2021; Ayeleso, Matumba ¢
Mukwevho, 2017).

O 4acido oleandlico compartilha com outros compostos fendlicos mecanismos
anticancerigenos, incluindo a inibig¢do do crescimento e proliferacdo de células cancerigenas, a
inducdo da apoptose e autofagia de células tumorais, e a modulag@o epigenética, que pode atuar
como um adjuvante na imunoterapia ou terapia anticdncer (Lu et al., 2021; Bao et al., 2020).
Além disso, o 4cido oleandlico tem mostrado capacidade de formar nanoparticulas esféricas
para encapsulamento e entrega de medicamentos, proporcionando uma abordagem inovadora
para atingir multiplas vias de sinalizagdo. Essas nanoparticulas ndo apenas atuam como
transportadores, mas também possuem atividade antitumoral prépria, ampliando seu potencial

terapé€utico (Bao et al., 2020).
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3.5.2.7 Acido ursélico

O acido ursoélico, presente em uma ampla variedade de vegetais, frutas, flores e plantas,
¢ um triterpeno pentaciclico com formula quimica C30H4s03, solivel em etanol e pouco soluvel
em agua (Seo et al., 2018; Panda, Thangaraju ¢ Lokeshwar, 2022; Kashyap, Tuli ¢ Sharma,
2016; Jiger et al., 2009). Este composto € amplamente estudado devido a sua vasta gama de
atividades bioldgicas, destacando-se principalmente por suas propriedades anticancerigenas,
neuroprotetoras, anti-inflamatorias e antioxidantes (Kashyap e Tuli € Sharma, 2016).

A atividade anticancerigena do &acido ursdlico estd intrinsecamente ligada a sua
capacidade de modular o sistema de defesa antioxidante ¢ regular as vias de sinalizag@o pro-
inflamatérias. Este acido é eficaz na desativacdo de mediadores inflamatérios nas células,
desempenhando um papel crucial na mitigagdo da inflamacdo, que ¢ um fator chave no
desenvolvimento ¢ progressdo do céncer. A inflamacio persistente pode causar danos aos
tecidos e 0rgdos, tornando a eficicia anti-inflamatéria do acido ursélico especialmente relevante
(Alam et al., 2021; Kashyap, Tuli e Sharma, 2016).

O 4cido ursdlico demonstra propriedades anticancerigenas robustas contra diversos
tipos de cancer, incluindo a inibi¢do do crescimento celular, migracdo e invasdo de células
cancerigenas, bem como a indugdo da apoptose € a supressdo da proliferagdo celular. Seu
mecanismo também interfere na angiogénese tumoral através de multiplas vias de sinalizagao.
Considerando que o progresso do cancer é mediado pela comunica¢io complexa entre varias
vias de sinalizacdo, a capacidade do acido ursélico em inibir multiplas dessas vias reforga seu
potencial como um agente quimiopreventivo e terapéutico (Zhang et al., 2019; Seo et al., 2018;

Kashyap, Tuli e Sharma, 2016).

3.5.2.8 Galocatequina

A galocatequina, com férmula molecular C15sH1407, é amplamente reconhecida como
um dos principais flavonoides presentes nos extratos de alecrim. Os flavonoides desempenham
um papel crucial no mecanismo de defesa quimica das plantas, por exemplo, a galocatequina
pode ser liberada pelas plantas em resposta a ataques fungicos (Hammerbacher et al., 2018). A
galocatequina ¢ frequentemente identificada em estudos sobre o alecrim e pode também ser
referida como epigalocatequina, conforme a curva de calibragdo devido a sua semelhanga

estrutural com este composto (Borras-Linares et al., 2014).
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Como agente anticancerigeno, a galocatequina demonstra atividade citotéxica notavel.

Seus efeitos anticancerigenos sdo mediadas principalmente por dois mecanismos: a indugéo da

parada do ciclo celular e a ativagdo de caspases, que promovem a morte celular programada

(Fujii et al., 2013). Esses mecanismos contribuem significativamente para a eficacia da

galocatequina na luta contra c€lulas cancerigenas, sublinhando seu potencial terap€utico na
prevencdo e tratamento do cancer.

A Quadro 3 resume as principais caracteristicas € mecanismos de agdo anticancerigena

dos compostos ndo volateis do alecrim destacados no texto.

QUADRO 3 - COMPARACAQ DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS NAO VOLATEIS DO ALECRIM E SUAS

ACOES ANTICANCERIGENAS
Composto Nio Férmula Principais Ac¢des / Mecanismos
Tipo / Origem
Volitil Quimica Anticancerigenos
Diterpeno Fendlico. Induz a apoptose, limita o crescimento por
Acido Principal composto fenélico CoFueO efeitos antiangiogénicos. Reduz o estresse
20128\J4
Carndsico do alecrim. Precursor do oxidativo e a inflamag&o. N&o afeta células
carnosol. normais.
. . Atua como agente quimiopreventivo em
Diterpeno Fendlico. i i .
) miltiplos estdgios do céncer. Inibe a
Carnosol Formado pela oxidagdo do | CzoHz0Oa . i .
. . proliferagdo, migragéo, invasdo e metastase.
acido carnosico. .
Induz apoptose e autofagia.
Diterpeno Fenodlico. Efeito citotoxico significativo. Induz a
Rosmanol Produzido pela oxidagdo do | Ca0H260s5 | apoptose mediada pela ativagfio de caspases
4cido carnésico. (via intrinseca/mitocondrial e extrinseca)
Induz apoptose por ativagdo de caspases.
Acido Fenélico Hidroxilado . o
) i Reduz o crescimento tumoral por inibigio da
Acido (soltvel em agua). Ester do . .
. . . L Cx0H160s | angiogénese. Interrupgéo do ciclo celular e
Rosmarinico acido cafeico e 4cido di- L .
] o ) inibigdo da proliferagido. Modulagéo
hidroxifenil-lactico. . .
epigenética.
Composto Fenolico. Agente quimiopreventivo ¢ adjuvante
Acido Cafeico Sintetizado por todas as CoHgO4 emergente para quimioterapia (efeitos
plantas. sinérgicos). Indugfo de apoptose.
Inibe o crescimento e proliferacdo. Induz a
Acido . . . apoptose e autofagia. Modulagdo epigenética
. Triterpenoide Pentaciclico. | C3oHassO3 . . . )
Oleanodlico (adjuvante em imunoterapia). Potencial como
nanoparticula de entrega e antitumoral.
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Quadro 3. (Conclusio).

Composto Nio Férmula Principais Ac¢des / Mecanismos
Tipo / Origem
Volitil Quimica Anticancerigenos

Modula o sistema de defesa

Triterpeno antioxidante e regula vias pro-inflamatdrias.
Acido Ursélico Pentaciclico (soliivel em Ci0Ha303 Inibe o crescimento, migragéo e invasio.
etanol). Induz apoptose. Supresséo da proliferacio e

interferéncia na angiogénese.

Atividade citotoxica notavel. Indugdo da

Galocatequina Flavonoide. C14H1507 | parada do ciclo celular ¢ ativagdo de caspases

(morte celular programada).

FONTE: A autora (2026).

3.6 CENARIO ATUAL DO USO DE FITOQUIMICOS NO TRATAMENTO DE CANCER

Ensaios clinicos relacionando fitoquimicos e céncer vém ocorrendo ha décadas,
destacando compostos como a curcumina, berberina, epigalocatequina, licopeno e resveratrol
(Choudhari et al., 2020; Garcia et al., 2023). Kuttan, Sudheeran e Josph (1987) por exemplo,
conduziram pesquisas de 1984 a 1986 em pacientes com lesdes cancerosas externas com uma
pomada de curcumina e obtiveram efeitos notaveis. Garcea et al. (2005) em um estudo com 12
pacientes com cancer colorretal, que receberam capsulas de curcumina (450, 1.800 ou 3.600
mg) por 7 dias, demostrou que embora a curcumina ingerida oralmente tenha baixa
disponibilidade, forneceu concentragdes suficientes para causar alteragdes farmacodindmicas
proporcionais a quimioprevengao intestinal.

Dhillon et al. (2008) em ensaio de fase II com curcumina em pacientes com cancer de
pancreas avangado, avaliaram 25 pacientes que receberam 8 g de curcumina por via oral
diariamente até a progressdo da doenga, com reposi¢do a cada 2 meses, concluindo que dois
pacientes apresentaram atividade clinica bioldgica, possui absor¢do limitada e é bem tolerada,
ndo apresentando toxicidade. Golombick et al. (2015) avaliou a curcumina, em um estudo com
21 pacientes com leucemia linfocitica cronica em fase inicial, com dosagem didria via oral de
2 g, demonstrando atividade antitumoral em um subconjunto de participantes, com resposta
bioldgica definida pela redugdo de mais de 20% na contagem absoluta de linfocitos em relagdo
ao basal. Esse resultado sugere beneficio potencial, embora limitado e dependente de protocolos

especificos.
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No entanto, os achados desses e demais ensaios precisam ser confirmados em ensaios
maiores que avaliem seguranga e eficacia, conforme indicado pelas conclusdes dos artigos.
Ainda, sdo ensaios que tiveram amostras pequenas, miraram varios estdgios de céncer e
populacdes de pacientes com céancer, e utilizaram diferentes formulagdes, doses de curcumina
e duragGes de intervencgdo. Assim, as evidéncias atualmente sdo insuficientes para recomendar
0 uso de produtos contendo curcumina como complementos no tratamento do cancer (PDQ
Integrative, Alternative, and Complementary Therapies Editorial Board, 2024).

Outros compostos fitoquimicos, como os compostos fendlicos, avangam nas pesquisas
in vitro € em vivo com camundongos e ratos, mostrando resultados promissores em tratamento
e prevengdo (Kowalczyk et al., 2024; Lagoa et al., 2020; Choudhari et al., 2020). O perfil de
seguranga dos fitoquimicos oferece uma vantagem significativa em relagdo as terapias
convencionais (Aljabali et al., 2025). Contudo, além dos desafios da defini¢do de regimes de
dosagem e condugdo de ensaios clinicos em grande escala, desafios relacionados aos métodos
6timos de extrag@o e ao custo de desenvolvimento e produgdo na oncologia com fitoquimicos
continuam sendo obstaculos significativos para cumprir as promessas dos fitoquimicos

(Aljabali et al., 2025; Kowalczyk et al., 2024; Jia et al., 2023).

3.7 ANALISES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos fenodlicos ndo volateis sdo identificados e mensurados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), enquanto compostos volateis sdo quantificados e mensurados
por cromatografia gasosa (GC) (Mansur et al., 2022; Nazli¢ et al., 2020). Para a determinagio
dos compostos fendlicos e atividade antioxidante por métodos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrofotometria de amostras in natura, é necessario realizar uma extracdo com
metanol na amostra seca. A solugéo obtida entdo € centrifugada, filtrada e armazenada para as
analises (Sadowska et al., 2017; Nazli¢ et al., 2020).

Para andlise em cromatografia gasosa (GC), o 6leo essencial deve ser diluido em
solventes ndo reativos e volateis, como hexano ou cloroformio (Gonzalez-Rivera et al., 2016;
Ribeiro et al., 2020). Para a determinagdo da atividade antioxidante por espectrofotometria, o
6leo essencial também é diluido em solventes especificos, conforme as exigéncias de cada
método de anélise (Nazli¢ et al., 2020).

ApoOs a etapa de extragdo dos compostos ndo volateis, o solvente contendo os
compostos bioativos € separado do residuo solido utilizando técnicas de filtragdo como filtragio

a vacuo ou centrifugacdo. O solvente contendo os compostos bioativos extraidos ¢ entdo
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concentrado para aumentar o contetido fendlico utilizando técnicas como evaporagéo rotativa
ou liofilizagdo. O extrato concentrado € analisado por meio de técnicas analiticas como
cromatografia liquida de alta efici€ncia e espectrofotometria para quantificar os compostos
bioativos e sua capacidade antioxidante (Shi et al., 2022; Cabana et al., 2013).

O contetdo do hidrolato € da agua residuarias resultante da extragdo, ou o conteudo
subsequente de uma nova extragdo desses subprodutos podem ser analisados pela capacidade
antioxidante em espectrofotdmetro por meio de técnicas analiticas como cromatografia liquida
de alta efici€éncia (HPLC) e cromatografia gasosa (GC) (Nazli¢ et al., 2020; Valente et al., 2024;
Cabana et al. 2013).

3.7.1 Método GC-MS - Perfil fendlico

Durante a tGltima década, a cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS)
tornou-se a técnica analitica mais amplamente utilizada para a identificagdo de componentes
volateis e semivolateis presentes em tecidos vegetais. Devido as suas capacidades qualitativas
rapidas e quantitativas precisas, facilidade de operag@o € bom desempenho de extragio (Niu et
al., 2024; Cardenas-Valdovinos et al., 2023; Shi et al., 2022).

No método GC-MS, cada uma das suas partes realiza um determinado processo
analitico, a cromatografia a gas (GC) realiza a separagdo dos componentes da mistura gasosa
analisada pela afinidade dos compostos que afetam as interagdes dos compostos com as fases
moével e estacionaria. Ja a espectrometria de massas (MS), realiza a identificagdo dos
componentes quimicos gasosos separados ao converter as moléculas para um estado ionizado.
Ao converter as moléculas para um estado ionizado, com base em sua razdo massa/carga (m/z),
os espectrdmetros de massa podem analisar os ions e quaisquer ions de fragmento que sdo
produzidos durante o processo de ionizagdo. O GC-MS gera um cromatograma que mostra os
picos correspondentes aos diferentes compostos na amostra ao longo do tempo, cada pico no
cromatograma tem um espectro de massas associado, que pode ser comparado com bibliotecas
de espectros conhecidos para identificar os compostos (Shi et al., 2022; Ajilogba; Babalola,
2019).

3.7.2 Método HPLC-MS - Perfil fenolico

Entre as diversas técnicas de analise qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos,

a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é amplamente utilizada. Para aprimorar a



58

sensibilidade desses métodos analiticos, detectores avangados sdo frequentemente acoplados ao
HPLC, sendo o detector de massa sequencial (MS) uma das opg¢des mais eficazes (Mansur et
al., 2022). No sistema HPLC, o detector ¢ responsavel por converter um atributo fisico ou
quimico em um sinal mensuravel, que corresponde a identidade e/ou concentragdo do analito.
Detectores avangados, como o MS, s3o particularmente Uteis para determinar os padrdes de
fragmentagdo dos ions. Sua alta sensibilidade e seletividade tornam a analise de compostos
fendlicos em baixas concentragdes, presentes em extratos vegetais, mais precisa e eficiente

(Mansur et al., 2022).

3.7.3 Método FC - Compostos fendlicos totais

A analise espectrofotométrica utilizando o método Folin-Ciocalteu (FC) é uma técnica
conveniente e simples, que requer apenas equipamentos comuns ¢ gera dados comparaveis
(Singleton, Orthofer ¢ Lamuela-Raventos, 1999). Esse ensaio € projetado para medir todos os
compostos facilmente oxidaveis nas condigdes de reagdo e € geralmente preferido para
quantificar fendlicos em extratos vegetais ricos em polifendis com propriedades antioxidantes
(Kalpoutzakis et al., 2023). O contetdo total de fendlicos € determinado com base em uma
curva padrdo de acido gélico. A absorbancia das amostras ¢ medida em um espectrofotémetro
a um comprimento de onda de 760 nm, ¢ o valor obtido ¢ expresso em equivalentes de acido

galico por grama de biomassa seca dos extratos (Kalpoutzakis et al., 2023).

3.7.4 Método DPPH - Capacidade antioxidante

A simplicidade do procedimento, o curto tempo de reagdo e a alta reatividade dos
compostos fendlicos com o radical livre estdvel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
contribuiram para a popularidade do método DPPH. A atividade antioxidante ¢ avaliada com
base na capacidade dos antioxidantes de neutralizar os radicais DPPH, medindo-se a mudanga
espectrofotométrica associada a essa reacdo (Angeli e Morozova, 2023). A reacgdo resulta na
mudanga de cor do radical DPPH, que passa de roxo para amarelo devido a reducdo do atomo
de nitrogénio no DPPH pela doagdo de um atomo de hidrogénio ou elétron dos antioxidantes.
A medicdo espectrofotométrica do desaparecimento da cor violeta é realizada a um
comprimento de onda de 517 nm, durante um intervalo de tempo fixo (30-60 min). A atividade
antioxidante total é calculada como a diferenga na absorcéo da solugdo do radical DPPH antes

e apos a reacdo com o antioxidante (Gulcin e Alwasel, 2023; Flieger ¢ Flieger, 2020). Devido



59

a possivel reagdo do oxigénio molecular com o DPPH na presenca de luz, o ensaio deve ser
realizado em ambiente escuro para preservar os compostos reativos na solugdo e no reagente
(Gulcin e Alwasel, 2023).

Os resultados da capacidade de remocdo dos radicais DPPH sdo expressos como a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. Para isso, determina-se a atividade de remogao
de radicais da solugdo padrdo de Trolox em diferentes concentragdes, elaborando-se uma curva
de calibracdo (Gulcin e Alwasel, 2023).

3.7.5 Método FRAP - Capacidade antioxidante

Com baixo custo, sensibilidade e rapidez, o ensaio de poder antioxidante redutor
férrico (FRAP) € uma técnica valiosa para investigar a atividade antioxidante de acidos
fendlicos. O método FRAP baseia-se na redugdo do complexo férrico de tripiridiltriazina (Fe**-
TPTZ), que € incolor, para o complexo ferroso de tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ), que possui uma
cor azul intensa, em resposta ao potencial antioxidante da amostra. A formag¢do do complexo
azul ¢ monitorada espectrofotometricamente a 593 nm (Spiegel et al., 2020; Zorié et al., 2021).

Para a construcdo da curva de calibragdo, sdo necessarias solugdes preparadas
imediatamente com concentragdes conhecidas de sulfato ferroso e reagente FRAP. O método
FRAP avalia diretamente a capacidade dos antioxidantes de reduzir espécies oxidativas,
permitindo uma comparacdo direta da atividade antioxidante entre diferentes amostras. Os
resultados sdo expressos como equivalentes de miligrama de Fe?* por miligrama de peso seco

da planta (Spiegel et al., 2020; Fejér et al., 2022).

3.7.6 Método ORAC - Capacidade antioxidante

O ensaio de capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC) ¢ um método
amplamente utilizado para medir a capacidade antioxidante de diversas amostras bioldgicas e €
aplicavel a antioxidantes mesmo na auséncia de uma fase de laté€ncia pronunciada. O método
ORAC avalia a inibi¢do da oxidagdo induzida pelo radical peroxil, gerado pelo iniciador de
radical livre AAPH (dicloridrato de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)), pelos antioxidantes,
refletindo assim a atividade antioxidante classica de quebra da cadeia radical por transferéncia
de atomo de hidrogénio (Asma et al., 2024; Gunawardena, Silva e Ranasinghe, 2019).

Antioxidantes eficazes inibem o decaimento da fluoresceina, resultando em sinais de

fluorescéncia que permanecem detectaveis por periodos mais longos. A intensidade da
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fluorescéncia € registrada utilizando um espectrofotdmetro de fluorescéncia com leitor de
placas, monitorando continuamente o decaimento da fluorescéncia em intervalos especificos e
em comprimentos de onda determinados para excitacdo e emissdo (Asma et al., 2024,
Gunawardena, Silva e Ranasinghe, 2019). A capacidade antioxidante total é quantificada pelo
indice de area sob a curva (AUC), que permite uma avaliagio pratica da atividade antioxidante
contra o radical peroxil em comparacdo com a curva padrdo do analogo de vitamina E solivel
em agua, Trolox (Gunawardena, Silva e Ranasinghe, 2019). Alternativamente, a modelagem
cinética pode ser utilizada para uma analise mais detalhada da dindmica da reagdo entre
antioxidantes e espécies radicais (Asma et al., 2024).

O Quadro 4 compila as caracteristicas, vantagens, desvantagens ¢ precisdo dos
principais métodos analiticos descritos para a identificacdo e quantificacdo de compostos
bioativos e avaliagdo da capacidade antioxidante, com o objetivo de auxiliar na escolha da

técnica mais viavel em termos econdmicos € técnicos.

QUADRO 4 - ANALISE E COMPARACAO DE METODOS PARA PERFIL FENOLICO E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

ions (identificago).

Principais
Método Compostos Vantagens Desvantagens Precisido / Custo
Analisados
Volateis e Q.ah.t atlv? © Requer que o
T . Quantitativa rapida e . . £ -
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GC-MS Terpenos ¢ precisa. Alto custo de volateis. Custo
Terpenoides em sensibilidade. aquisicdo ¢ Alto
P L Facilidade de quisicao )
Oleos Essenciais). o manutengio.
operagio.
Alta sensibilidade ¢
Compostos Ndo seletividade. Idcal Custo elevado de Alta Precis@o e
Volateis (ex: para compostos et aquisicdo e Confirmagio
HPLC-MS ) 1o baixas concentragdes. v
Acidos Fendlicos, . % operagdo do Estrutural. Custo
. Determina padrdes .
Flavonoides). de fragmentasio de equipamento (MS). Alto.

Fendlicos Totais

Conveniente ¢
simples. Requer

Néo ¢é seletivo
(reage com outras
substincias
redutoras). O

EAG).

. (todos os apenas equipamentos resultado é uma Baixa Precisio
Folin-Ciocalteu .. - .
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oxidaveis). Baixo custo e dados Equivalente de
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Quadro 4. (Concluséo)

Principais
Método Compostos Vantagens Desvantagens Precisiao / Custo
Analisados
Capacidade Deve ser realizado
Antioxidante Total L no escuro. Sensivel
. Simplicidade do X . L4 .
(Mecanismo de . a luz e oxigénio Média Preciszo.
DPPH a procedimento. Curto h .
Transferéncia de ~ (pode reagir com Custo Baixo.
Atomo de tempo de reagdo. 02).

Hidrogénio - HAT).

Método seletivo,

. . : baseado na
Capacidade Baixo custo, sensivel P ‘4 .
S . . transferéncia de Meédia Preciséo

Antioxidante Total e rapido. Avalia . N .
. . elétrons, ndo (Potencial
FRAP (Mecanismo de diretamente a
. consegue detectar Redutor). Custo
Poder Redutor - capacidade de o .
SET) reducio espécies que atuam Baixo.
) §ao. por transferéncia de
hidrogénio.
Mais complexo que
Mede a inibi¢3o da DPPH/FRAP.
Capacidade oxidagéo pelo radical Requer -
Antioxidante Total peroxil (atividade espectrofotémetro ?11{:15‘1';;(;1:;0
ORAC (Mecanismo de antioxidante de fluorescéncia L
] L e . Biologica). Custo
Quebra de Cadeia | classica). Aplicavela | (leitor de placas). Médio/Alto
Radical - HAT). antioxidantes sem Custo mais alto
fase de laténcia. (reagentes e
equipamento).

FONTE: A autora (2026).

4 MATERIAIS E METODOS

Para facilitar o entendimento das etapas ¢ metodologias aplicadas no desenvolvimento

deste trabalho, a Figura 16 apresenta um fluxograma com as atividades realizadas.
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FIGURA 16 — FLUXOGRAMA DE ORGANIZACAO E HIERARQUIA DAS ATIVIDADES REALIZADAS
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FONTE: A autora (2026).

4.1 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE ALECRIM

Duas amostras de alecrim foram utilizadas para a extracdo do 6leo essencial. A
Amostra 1 (Figura 17a) foi colhida fresca em Chapecd, Santa Catarina, Brasil, em 18 de abril
de 2025. No dia seguinte, as folhas foram separadas dos caules e, posteriormente, submetidas
a secagem em estufa entre 22 ¢ 23 de abril. Em 23 de abril, o material seco foi moido,
porcionado em aliquotas de 100 g e embalado a vacuo.

A Amostra 2 (Figura 17b) foi adquirida em um empério de produtos naturais ja
processada. Esse material foi seco em estufa entre 12 e 13 de abril de 2025, moido e porcionado
a vacuo em 15 e 16 de abril.

Ambas as amostras de alecrim foram secas em estufa (AmericanL.ab model AL - 102/480)
a 60 °C por 24 horas. Em seguida, cada amostra foi moida em moinho de facas tipo Willye
(AmericanLab model AL - 0328S). Por fim, as amostras foram embaladas a vacuo em seladora
a vacuo Centro DZ280 em porgdes de 100 gramas para realizagdo dos ensaios de extragdo dos
compostos volateis. A extragdo em Clevenger da Amostra 2 foi realizada em 17 de abril de
2025 enquanto a extracdo em aparelho de Clevenger da Amostra 1 ocorreu no dia 24 e 25 abril
de 2025.
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FIGURA 17 — AMOSTRAS DE ALECRIM UTILIZADAS

ALECRIM ROSMARINUS
Mon Slerco s s s

a — Amostra fresca colhida em Chapec6-SC. b — Amostra adquirida em empdério de produtos naturais
FONTE: A autora (2026).

4.2 EXTRACAO POR HIDRODESTILACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS

A extragdo por hidrodestilagdo dos compostos volateis (6leo essencial) foi realizada em
um destilador para 6leos essenciais do tipo Clevenger (Marconi - MA553/2000), acoplado a um
chiller de agua (Presionigi CW5200DH) para garantir o resfriamento adequado durante o
processo (Figura 18).

A hidrodestilagdo foi escolhida dentre os métodos apresentados para simular um
processo industrial, pois 0 método ¢ amplamente utilizado na extra¢do de 6leos essenciais em
escala comercial. Isso se deve ao seu baixo custo, & facilidade de operagdo e a recuperagéo
eficiente ¢ estadvel dos compostos, resultando em um Oleo essencial de alta qualidade

(Olascuaga-Castillo et al., 2024; Hien et al., 2022).
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FIGURA 18 — PROCEDIMENTO DE EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL EM DESTILADOR CLEVENGER
ACOPLADO A CHILLER

sanovisnon [l

A - Chiller de agua. B — Hidrodestilador Clevernger. Bl - Sistema de aquecimento em bloce de cerimica
infravermelho tipo manta. B2- Baldo de fundo redondo 500 mL. B3 - Tubo de interliga¢io/condensador duplo. B4

—Vialvula de drenagem.
FONTE: A autora (2026).

4.3 TESTES PRELIMINARES E DEFINICAO DA AMOSTRA E CONDICAO DE
EXTRACAO

Nos testes preliminares, avaliou-se o rendimento de 6leo essencial extraido (mL/100g)
ao longo de 4 horas pelo método de hidrodestilagdo, com o objetivo de comparar o desempenho
das amostras. Para isso, 100 gramas da Amostra 1 ¢ 100 gramas da Amostra 2 foram submetidas
a hidrodestilagdo por 4 horas em destilador do tipo Clevenger, sendo monitorado o rendimento
de 6leo essencial obtido durante esse periodo. Com base nesses resultados, foi selecionada a
amostra que apresentou maior rendimento.

Ap0s a selegdo da amostra com melhor desempenho, foram avaliados o rendimento do
6leo essencial e a composic¢do do perfil volatil em funcéo do tempo de extragdo. Dessa forma,
analises preliminares de rendimento de 6leo essencial ¢ composigdo do perfil volatil foram
realizadas ap6s 30 minutos ¢ apds 4 horas de extragao.

Apoés a realizagdo dos testes preliminares, foi selecionada a amostra e o tempo de
extracido por hidrodestilagdo que possibiliton maximizar o rendimento de 6leo essencial, reduzir

o consumo de energia e otimizar os recursos operacionais.
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4.4 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DOS COMPOSTOS NAO VOLATEIS

Para a obtengdo dos compostos ndo volateis, empregou-se 0 método de extragdo
assistida por ultrassom. Essa técnica foi escolhida por ser uma tecnologia de extracdo
ecologicamente correta, altamente eficiente € cada vez mais atraente para a inddstria. Além
disso, o uso do ultrassom permite explorar diferentes modos de operagdo € ajustar pardmetros
de controle, favorecendo o aumento da eficiéncia e a redugé@o de custos (Shen et al., 2023).

Para definir as melhores condicGes operacionais de extrag@o assistida por ultrassom
foi realizado um planejamento experimental completo 23, apresentado na Tabela 3. Todas as
condi¢des advindas do planejamento fatorial foram realizadas tempo fixo de 120 minutos. Apos
as extracOes assistidas por ultrassom, as condigdes foram quantificagbes para compostos

fendlicos totais e avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e Folin-Ciocalteu.

TABELA 3 — PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° APLICADO NA EXTRACAO POR
ULTRASSOM

Nimero Temperatura RSL Concentragdo  Temperatura RSL Concentracgio
do ensaio °C) (mg/mL) de etanol (%) (&) (mg/mL) de etanol (%)

1 -1 -1 -1 30 20 20

2 1 -1 -1 70 20 20

3 -1 1 -1 30 60 20

4 1 1 -1 70 60 20

5 -1 -1 1 30 20 60

6 1 -1 1 70 20 60

7 -1 1 1 30 60 60

8 1 1 1 70 60 60

9 0 0 0 50 40 40

RSL: razdo sdlido-liquido
FONTE: A autora (2026).

4.5 DETERMINACAO DO PERFIL VOLATIL DO OLEO ESSENCIAL

A determinagdo do perfil volatil do éleo essencial foi realizada em um cromatdgrafo a
gas acoplado a espectrometro de massas do modelo GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japao)
com a metodologia adaptada de Tyagi e Malik (2012). A separagdo dos compostos foi

conduzida utilizando coluna capilar, sob as seguintes condi¢des cromatograficas: A temperatura
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do injetor foi mantida a 260,0 °C e operado em modo de inje¢do Slipt (razdo 10:1) e o gas hélio
foi utilizado como gas de arraste. O forno de coluna foi inicialmente mantido a 50,0 °C por 2
min, elevado para 180 °C a 8 °C/min por 1 minuto e, em seguida, para 230 °C a 4 °C/min por
2 minutos. As temperaturas da interface foram ajustadas para 200 °C e 260 °C, respectivamente,
¢ o0 modo de ionizagdo foi o impacto de elétrons (70 e€V). O detector seletivo de massa foi
operado no modo de varredura entre 20 € 700 m/z com velocidade de varredura de 2.500 u/s. A
aquisi¢do de dados foi iniciada 4 minutos apds a injecdo e finalizada apds 31 minutos de injegéo.
O indice de retengdo (Retention Index, RI) dos compostos identificados foi calculado com base
em padrdo de n-alcanos (C9-C22).

4.6 DETERMINACAO DO PERFIL NAO VOLATIL DO EXTRATO

Os compostos ndo volateis foram quantificados por cromatografia liquida de alta
efici€ncia acoplada a espectrometria de massas, empregando um sistema Shimadzu LCMS-
8050Rx, conforme metodologia descrita por Arruda et al. (2018), com modificagdes. A
separagdo cromatografica foi realizada em coluna Shim-pack GISS C18 (3 um, 4,6 x 150 mm,;
Shimadzu). A fase mével consistiu em acido féormico 0,3% (v/v) € metanol, operando em modo
gradiente, com vazdo de 0,6 mL min™ ¢ temperatura do forno mantida a 45 °C. O volume de
inje¢do foi de 5 pL. O equipamento operou com fluxo de gas de nebulizagdo de 3 L/min, fluxo
de gés de aquecimento de 15 L/min e fluxo de gas de secagem de 5 L/min. As temperaturas
estabelecidas foram de 400 °C para a interface, 200 °C para o DL e 500 °C para o bloco de
aquecimento, mantendo-se essas condi¢des constantes ao longo de toda a analise. Os compostos
analisados incluiram 4-hidroxibenzidrazida, vanilina, flavona, 4cido galico, catequina,
pirocatecol, acido cafeico, acido siringico, 4cido p-cumarico, 4cido sinapico, rutina, acido

fertlico, miricetina, quercetina, kaempferol e dcido rosmarinico.

4.7 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O teor de fenoélicos totais foi determinado pelo método de Singleton e Joseph (1965),
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Inicialmente, aliquotas de 20 pL. do extrato foram
adicionadas a 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu previamente diluido (1:10, v/v). Apds 5
minutos de incubagdo em repouso, adicionaram-se 75 pL de solugdo de carbonato de sddio

(Na2CO0s) a 7,5% (m/v). A mistura reacional foi mantida ao abrigo da luz por 60 minutos para
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desenvolvimento da coloragdo. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro de
microplacas Thermo Scientific Multiskan FC, no comprimento de onda de 740 nm.

A concentracdo de fendis foi determinada com base no equivalente em microgramas
de acido galico equivalente (C7H¢Os) por grama de extrato, a partir de uma curva de calibragio

padrdo preparada na faixa de 0 a 100 pg/mL e branco controle.

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Utilizando a metodologia descrita por Brand-Williams e Berset (1995), a atividade
antioxidante total foi determinada a partir da capacidade de inibigo do radical livre 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH). Inicialmente, foram adicionados 40 pL de extrato e 160 uL. de DPPH
(0,1 mmol/L) em um tubo de ensaio. Decorridos 60 minutos de repouso, foi realizado a leitura
em espectrofotdmetro microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™ FC) no comprimento de
onda de 517 nm.

Os resultados foram expressos como microgramas de Trolox Equivalente por grama
de extrato, a partir de uma curva de calibragao padrao Trolox 1500 pM preparada na faixa de 0

a 50 pg/mL e branco controle.

4.9 EVAPORACAO DO ETANOL E LIOFILIZACAO DO EXTRATO

A condigdo que estatisticamente apresentou melhor resultado em contetdo fenélico
total (CFT) e atividade antioxidante total (AAT) foi submetida novamente a extragdo assistida
por ultrassom de acordo com as condi¢des de seu planejamento experimental (Tabela 3), em
volume suficiente para, posteriormente, realizar a evaporagdo do etanol, liofilizagdo do extrato
¢ a avaliagdo da atividade anticancerigena do extrato.

Dessa forma, ap6s a extrag¢do assistida por ultrassom, o etanol presente no extrato foi
evaporado por meio de um evaporador rotativo (Tecnal - TE 211). O processo foi conduzido
até que a propor¢ao de etanol adicionada inicialmente foi recuperada (cerca de 1 hora). Em
seguida, as amostras foram congeladas completamente. Apbs o congelamento, as amostras
foram submetidas a liofiliza¢do em liofilizador vertical (Solab SL - 404/AQ-B) em temperatura
de -25°C e pressdo de -710 mmHg, por um periodo de 50 horas, até que a massa atingisse um
valor constante. Posteriormente o extrato foi armazenado em ambiente livre de tmida e luz até

o momento da realizagdo da anélise de atividade anticancerigena dos extratos.
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4.10 ANALISES DO EFEITO ANTITUMORAL NA LINHAGEM DE MELANOMA
CUTANEO A375

4.10.1 Cultivo celular e tratamento

A linhagem celular A375 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ),
Brasil. O método de cultivo foi de acordo com Pelinson et al. (2019). A linhagem celular foi
cultivada em frascos com meio de cultivo Dulbecco (DMEM) contendo antibidtico e
antifingico (penicilina/estreptomicina), suplementado a 10% de soro bovino fetal. Foi utilizado
DMEM com alto teor de glicose e L-glutamina. As células foram mantidas em incubadora
umidificada a 37 °C e 5% de di6éxido de carbono (CO2) por 24 horas. Apds o cultivo celular, as
células foram tratadas com concentragdes de 0,05, 0,1, 0,2 ¢ 0,4 mg/mL de extrato de residuo
hidrodestilado.

4.10.2 Analise da viabilidade celular (MTT)

O ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio) foi conduzido conforme descrito por Mosmann (1983) ¢
Glowacz et al. (2022). Células de melanoma foram semeadas em placas de 96 pogos, em
quadruplicata, na densidade de 3,0 x 10 c€lulas/pogo, e submetidas ao tratamento com o extrato
obtido do residuo liofilizado.

Ap6s o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas
uma vez com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; 0,1 M; pH 7,4), a fim de evitar
interferéncias do composto testado. Em seguida, adicionou-se o reagente MTT (5 mg/mL;
Sigma-Aldrich) previamente solubilizado em PBS, e as placas foram incubadas por 2 h a 37
°C. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foram
adicionados a cada pogo para solubilizagdo dos cristais de formazan formados pela redugéo do
MTT por células metabolicamente ativas. A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm em
leitor de microplacas multimodo SpectraMax i3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao grupo

controle.
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4.10.3 Ensaio de microscopia de fluorescéncia para viabilidade celular por coloragdo 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) e potencial transmembranar das mitocondrias por

coloragdo com éster etilico de tetrametilrodamina (TMRE)

Além do ensaio MTT, também foi utilizado microscopia de fluorescéncia para avaliar a
viabilidade das células tumorais. Para este propésito, aproximadamente 1 x 10° células/pogo
foram semeadas em placas de 96 pogos e lavadas duas vezes com PBS. Para o ensaio de
viabilidade celular, as c€lulas foram coradas com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para
verificar alteragdes morfologicas conforme descrito por McGahon et al (1995) e Hao et al.
(2019). O composto DAPI ¢ absorvido por células viaveis e cora acidos nucleicos de cadeia
dupla (ds) e de cadeia simples (ss). Quando o composto DAPI se difunde nas células, emite
fluorescéncia azul apds excitagdo em 358 nm em células viaveis.

Para avaliar o potencial transmembranar das mitocondrias foi realizado a coloragdo com
¢éster etilico de tetrametilrodamina (TMRE). As células receberam a mesma abordagem de
preparag@o que a coloragdo DAPI e foram incubadas por 30 min com 100 pl de uma solugio
contendo TMRE (20 nM). As fotografias de fluorescéncia vermelhas foram tiradas sob
excitagdo a 550 nm de acordo com Joshi e Bakowska (2011). Para todos os ensaios, as leituras
foram realizadas em um microscopio de fluorescéncia com ampliagdo de 10x, e o brilho € o
contraste foram ajustados linearmente pelo software ImageJ®. Os resultados foram expressos

como porcentagem (%) da intensidade de fluorescéncia em relag@o ao controle.

4.10.4 Ensaio de migragao celular

Para verificar a migragdo celular neoplasica, foi realizado o protocolo experimental
proposto por Justus et al. (2014) e Suwei et al. (2022). Assim, foi semeado 1x10° células/pogo
em monocamada em placas de 6 pogos. Apds atingir a confluéncia, foi feito uma ferida com
ponta estéril e fotografada com microscopia 6ptica (aumento de 4x). Em seguida, as células
foram expostas ao tratamento com o extrato liofilizado. As anélises foram realizadas no periodo
apos 24 horas. As células foram lavadas com soro fisiolégico e procedemos & aquisi¢do das
imagens. Foram medidos cinco pontos diferentes na ferida utilizando o software ImageJ para

realizar as analises estatisticas.
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4.10.5 Perfil redox (ROS, NOx, PSH ¢ NPSH)

O perfil redox foi avaliado pelos niveis do marcador pré-oxidante de espécies reativas
de oxigénio (ROS), niveis de 6xido nitrico (NOX) e pelos marcadores antioxidantes: tidis totais
(PSH) e ti6is ndo proteicos (NPSH). Para detectar espécies reativas de oxigénio (ROS), foi
utilizado um kit comercial de detecgdo fluorimétrica de ROS (Sigma® Life Science, Darmstadt,
Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. O produto da reagdo fluorimétrica,
proporcional a quantidade de ROS presente apds 24 horas de tratamento, foi medido com
excitagdo a 490 nm e emissdo a 520 nm (Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX). Os resultados
sdo expressos como porcentagem de ROS (%) em relagdo ao controle.

A quantificag@o de 6xidos de nitrogé€nio (NOx) foi realizada por meio da determinagdo
de nitrato/nitrito, conforme metodologia descrita por Tatsch et al. (2011), com modificagdes. O
reagente de Griess foi preparado contendo 2% (m/v) de sulfanilamida e 0,2% (m/v) de N-(1-
naftil)etilenodiamina di-hidrocloreto (NED) em solug@o de &cido ortofosférico a 5%. Aliquotas
de 50 uL. das amostras foram incubadas com 50 pL de cloreto de vanadio (VCls) a 0,08% (m/v),
como agente redutor de nitrato a nitrito, € 50 pL. do reagente de Griess, a 37 °C por 20 min.

O nitrito presente reage inicialmente com a sulfanilamida, formando um sal de diaz6nio,
que subsequentemente se acopla ao NED, originando um composto azo de coloragdo plrpura.
A absorbéncia foi mensurada a 540 nm, e a concentragdo de NOx foi determinada por meio de
curva padrdo, com resultados expressos em uM.

Os niveis de tidis foram determinados segundo o método descrito por George L. Ellman
et al. (1959), com adaptagdes, baseado na reducdo do acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB), monitorada a 412 nm. Para quantificagdo de tidis totais (PSH), 40 uL do sobrenadante
foram adicionados a 200 pL de tampao fosfato de potassio (1 M; pH 6,8) € 20 uL. de DTNB em
placa de 96 pogos, procedendo-se a leitura imediata.

Para a determinagdo de tidis ndo proteicos (NPSH), as amostras foram previamente
desproteinizadas com 4cido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v), seguindo-se 0 mesmo
procedimento analitico. A quantificacdo foi realizada por curva padrdo de cisteina, e os

resultados foram expressos em uM.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

O efeito das varidveis independentes sobre o conteido fendlico total (CFT) e atividade

antioxidante total (AAT) foram avaliados utilizando graficos de Pareto e metodologia de



71

superficie de resposta. A analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (a = 5%),
foi utilizada para comparar as médias. As andlises estatisticas descritas foram realizadas
utilizando o software STATISTICA (versdo 5.0, 228 StatSoft Inc., Estados Unidos).

Os testes estatisticos de viabilidade celular e perfil redox foram realizados utilizando o
software GraphPad Prism 9. As amostras foram testadas utilizando a anélise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. A significincia estatistica foi definida para valores de p de *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DA AMOSTRA DE ALECRIM PARA UTILIZAGCAQO NA EXTRACAO
POR HIDRODESTILACAQ

Para a selegdo da amostra de alecrim utilizada na extragéo por hidrodestilagdo, foram
realizados ensaios preliminares de hidrodestilagio para avaliar o rendimento de dleo essencial
(mL/g de biomassa seca) obtido a partir de duas amostras de alecrim: Amostra 1 (amostra
fresca, coletada em Chapec6-SC) ¢ Amostra 2 (amostra adquirida em estabelecimento
comercial). Ambas foram submetidas a 4 horas de extragdo contihua em destilador tipo
Clevenger, utilizando 100 g de biomassa seca por ensaio. A Amostra 1 apresentou rendimento
superior em relacio a Amostra 2 ao longo do periodo de extragio, conforme apresentado na

Figura 19. Dessa forma, a Amostra 1 foi selecionada para os ensaios subsequente.

FIGURA 19 — RENDIMENTOS DOS ENSAIOS PRELIMINARES EM CLEVENGER

B
i

. | Oleo essencial
A

a - Amostra 1 (amostra fresca, coletada em Chapeco-SC). b - Amostra 2 (amostra adquirida em estabelecimento
comercial),
FONTE: A autora (2026).

5.2 OTIMIZACAO DO TEMPO DE EXTRACAO NA EXTRACAO POR
HIDRODESTILACAO

Apos a selegdo da Amostra 1, foram avaliados o rendimento do 6leo essencial e a

composigéo do perfil volatil em fungfo do tempo de extragio. Observou-se que, nos primeiros
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30 minutos, ocorreu a maior taxa de extragdo, com rendimento aproximado de 2 mL de 6leo
essencial por 100 g de biomassa seca, indicando que a maior parte dos compostos volateis foi
liberada nas fases iniciais do processo. O rendimento obtido por hidrodestilagcdo neste estudo
(cerca de 2%) esta em consonéncia com valores reportados na literatura para o mesmo método
e amostra, como nos trabalhos de Boufetacha et al. (2024), com rendimento de 1,89%, Ferreira
et al. (2020), com 2,35%, e Hudaib et al. (2022), com 2,56%.

Para a extragdo de Oleo essencial de alecrim com outros métodos, diferentes autores
reportam variagoes significativas no rendimento, em fung¢do da técnica empregada ¢ das
condicdes operacionais. Ferreira et al. (2020) ao aplicarem a extragdo simultdnea sem solvente
por hidrodifusdo assistida por micro-ondas e gravidade, observaram rendimento de 2,32%. Por
sua vez, Bousbia et al. (2009) ao utilizarem ao utilizarem o mesmo método, obtiveram
rendimento de 0,33%. No estudo conduzido por Spadi et al. (2021) utilizando destilagdo a
vapor, foi obtido rendimento de 0,72% enquanto Conde-Hernéndez et al. (2017) obtiveram
rendimentos de 2,35% para a destilagdo a vapor € 2,53% de dleo essencial de alecrim utilizando
extracdo supercritica com CO.. Para o estudo de Sakar et al. (2023) os autores reportam
rendimentos de até 2,85% empregando extragdo por micro-ondas sem solvente, por outro lado,
para o estudo de Filly et al. (2014) empregando extragdo por micro-ondas sem solvente em
escala laboratorial e piloto, os autores reportaram rendimentos de 0,54% ¢ 0,50%,
respectivamente.

Para verificar possiveis diferencas significativas na composicdo do perfil volatil ao
longo do tempo de hidrodestilagdo, foram realizadas anélises preliminares apds 30 minutos e 4

horas de extracdo, conforme apresentado na Tabela 4.

TABELA 4 — COMPOSICAO PRELIMINAR DO PERFIL VOLATIL DO ALECRIM SUBMETIDO A 30
MINUTOS E 4 HORAS DE EXTRACAO EM HIDRODESTILADOR

Teor (%) Teor (%)

Composto Nome Comum”
(30 min) (240 min)

alpha-Pinene o-Pineno 15,04 8,32
beta-Myrcene Mirceno 14,16 15,97
Eucalyptol 1,8-Cineol 8,28 8,75
Bicyclo[3,1,1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-,

4 P y y p-Pineno 5,25 5,05
(18)-
Bicyclo[3,1,1]hept-3-en-2-one, 4,6,6-trimethyl- Verbenona 6,06 6,06

3-Cyclohexene-1-methanol, ,alpha,,,alpha,4- . .
. o-Propionato de terpinila 5,06 5,83
trimethyl-




Tabela 4. (Continuagéo)

Camphene Canfeno 4,91 5,21
Bicyclo[2,2,1]heptan-2-one, 1,7,7-trimethyl-, (IR)-  Cénfora 5,08 4,17
Isoborneol Isoborneol 4,87 4,85
. Metoxicloro 1,1,1-tricloro-
2,2-Bis(4'-methoxyphenyl)-2-ethoxyethane . o 3,26 nd
2,2-bis(4-metoxifenil)etano
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- Linalol 3,21 3,89
1-Octen-3-o0l 1-Octen-3-ol 3,05 nd
1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- v-Terpineno 2,84 3,71
3-Cyclohexen-1-o0l, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-,
Y yl1( ylethyl) (-)-4-Terpineol 2,62 2,92
R)-
Bicyclo[4,1,0]hept-2-ene, 3,7,7-trimethyl- 2-Carene nd 1,93
(+)-4-Carene 4-Careno 1,46 nd
Cyclohexene, 1-methyl-4-(5-methyl-1-methylene- .
B-Bisaboleno 0,34 1,52
4-hexenyl)
Caryophyllene Cariofileno 1,69 2,59
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- a-Terpineno 1,61 2,12
cis,cis,cis-1,1,4,8-
1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-,
Tetrametil-4,7,10- 1,49 2,28
Z,Z2,Z- ) )
cicloundecatrieno
Naphthalene Naftaleno 1,26 2,49
Bicyclo[3,1,1]hept-2-ene-2-methanol, 6,6-
Mirtenol 1,35 1,44
dimethyl-
alpha-Phellandrene o-Felandreno 1,30 1,71
Bicyclo[3,1,0]hex-2-ene, 4-methylene-1-(1- .
B-Tujeno 0,82 1,52
methylethyl)-
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
Isopiperitona 1,13 0,61
methylethenyl)-
Bicyclo[3.1.1]heptan-3-one, 2,6,6-trimethyl-, .
(E)-Pinanona 0,71 nd
(1.alpha.,2.alpha.,5.alpha.)-
Bornyl acetate Acetato de bornila 0,55 1,37
Copaene Copaeno nd 0,40
1,6-Heptadien-4-ol, 4-
1,6-Heptadien-4-ol, 4-propyl- . 0,36 1,30
propil-
1-(+)-Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate Acido L-ascérbico nd 0,35
alpha-Bisabolol (—)-a-Bisabolol 0,27 0,86
Caryophyllene oxide Oxido de cariofileno 0,25 0,24
Pulegone Pulegona 0,20 nd
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Tabela 4. (Conclus@o)

1-Dodecanol 1-Dodecanol 0,26 nd

Phytol Fitol 0,18 0,59
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, (E)- o-Nerolidol 0,06 0,20
Retinol Retinol 0,05 0,09
Total (%) 99,03 98,34
Outros Compostos (<0,05 %) 0,77 1,66

*National Institute of Standards and Technology U.S Department of Commerce
FONTE: A autora (2026)

Considerando os principais constituintes identificados nos 6leos essenciais de alecrim
— o-pineno, mirceno, 1,8-cineol, B-pineno, verbenona, canfeno, canfora, isoborneol ¢ linalol
(Aziz et al., 2022; Ali, Chua e Chow, 2019) — observa-se que a variacdo na concentragao
relativa desses compostos entre os tempos de extragdo de 30 minutos e 4 horas foi inferior a
1% para a maioria dos componentes. Exce¢Oes foram observadas para o mirceno, cuja
concentragdo relativa (area de pico) aumentou em 1,81%, e para o a-pineno, que apresentou
uma redugdo relativa (area de pico) de 6,72%.

O o-pineno pertence ao sistema bicyclo [3,1,1] hept-2-ene e € intermediario chave na
sintese organica de varios outros compostos devido a sua reatividade relativamente alta, como
v-terpineno, o-terpineno, canfora, verbenona, acetato de bornila entre outros (Hanssens et al.,
2025). Ainda o a-pineno possui atividades antiapoptoticas, antioxidantes e um forte efeito
inibitério sobre a inflamagdo em condigdes patoldgicas, protegendo o sistema nervoso contra
inflamag¢des € danos oxidativos. Devido a sua importincia farmacolégica, enfatizando sua
atividade anti-inflamatoéria € os mecanismos de agdo, atribui-se grande importincia a presenca
desse composto no dleo essencial (Khoshnazar et al., 2020; Akhtazad et al., 2024).

Considerando o volume total de Oleo essencial extraido, a eficiéncia energética
associada ao tempo de hidrodestilagdo e o perfil volatil obtido, a condigdo de 30 minutos de
hidrodestilagdo da Amostra 1 foi selecionada para os experimentos subsequentes, realizados

em triplicata.

5.3 COMPOSICAO DO PERFIL VOLATIL DO OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM

A Tabela 5 apresenta a composigdo definitiva do perfil volatil do 6leo essencial extraido
da amostra fresca de alecrim por meio do processo de hidrodestilagdo durante 30 minutos. O

processo de hidrodestilagdo foi realizado em triplicata. A caracterizagdo do 6leo essencial de
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alecrim através do método de GC-MS revelou a presenca de 48 compostos, destacando-se os

seguintes majoritarios: a-pineno (16,45%), mirceno (13,23%), 1,8-cineol (8,28%), B-pineno
(5,39%), verbenona (5,23%), a-propionato de terpinila (5,38%), canfeno (5,19%), cinfora

(4,67%), isoborneol (4,98%) e linalol (3,54%).

TABELA 5 - COMPOSICAO DEFINITIVA DO PERFIL VOLATIL DO ALECRIM SUBMETIDO A 30

MINUTOS DE EXTRACAO EM HIDRODESTILADOR

Composto Nome Comum” Teor (%)**
alpha-Pinene a-Pineno 16,45+ 1,99
beta-Myrcene Mirceno 13,23+ 1,30
Eucalyptol 1,8-Cineol 8,28+ 1,27
Bicyclo[3,1,1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, (18)- B-Pineno 5,39 + 0,82
3-Cyclohexene-1-methanol, ,alpha,,,alpha,4-trimethyl- o-Propionato de terpinila 5,38+ 0,74
Bicyclo[3,1,1]hept-3-en-2-one, 4,6,6-trimethyl- Verbenona 5,23+ 0,73
Camphene Canfeno 5,19+ 0,79
Isoborneol Isoborneol 4,98 + 0,77
Bicyclo[2,2,1]heptan-2-one, 1,7,7-trimethyl-, (1R)- Canfora 4,67 + 0,58
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- Linalol 3,54 + 0,62
1-Octen-3-ol 1-Octen-3-ol 3,10+ 0,07
2.2-Bis(4'-methoxypheny)-2-ethoxyethane f)f:(tj’ﬁf;g; o i’ll);tt“a;l:m'z’z' 3,06+ 0,97
1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- y-Terpineno 2,94 + 0,49
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-, (R)- (-)-4-Terpineol 276 + 0.42
Caryophyllene Cariofileno 1,85+ 0,28
()-4-Carene 4-Careno 1,70+ 0,29
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- a-Terpineno 1.60 + 0.26

. cis,cis,cis-1,1,4,8-Tetrametil -

1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetramethyl-, Z,Z 7- 47 10-cicloundecairieno 1,59+ 0,24
Naphthalene Naftaleno 1,46 £ 0,31
Bicyclo[3,1,1]hept-2-ene-2-methanol, 6,6-dimethyl- Mirtenol 1.46 £ 021
alpha-Phellandrene a-Felandreno 1,39+ 0,22
Bicyclo[3,1,0]hex-2-ene, 4-methylene-1-(1-methylethyl)-  B-Tujeno 0,81+0,16
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethenyl)- Isopiperitona 0,79 £ 0,34
Bicyclo[3,1,1]heptan-3-one, 2,6,6-trimethyl-, .
(1.alpha. 2.alpha, 5.alpha.)- (E)-Pinanona 0,70%0,12
Bornyl acetate Acetato de bornila 0,58 + 0,09
1,6-Heptadien-4-ol, 4-propyl- 1,6-Heptadien-4-ol, 4-propil- 0,39 + 0,03
Cyclohexene, 1-methyl-4-(5-methyl-1-methylene-4- B-Bisaboleno 0.29 + 0.05
hexenyl) ’ ’
alpha-Bisabolol (-)-0-Bisabolol 0,28 + 0,02
Caryophyllene oxide Oxido de cariofileno 0,22+ 0,03
Pulegone Pulegona 0,22+ 0,04
1-Dodecanol

1-Dodecanol

0,19+ 0,09
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Tabela 5. (Concluséo)

Phytol Fitol 0,11 + 0,05
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-, (E)- a-Nerolidol 0,06 + 0,00
Retinol Retinol 0,05 + 0,00
Total 99,94 + 1,91
Outros Compostos (<0,05%) 0,20+ 0,01

*National Institute of Standards and Technology U.S Department of Commerce

**Resultado de triplicatas + desvio padréo
FONTE: A autora (2026)

As concentragGes relativas (areas de pico) de a-pineno foram obtidas dentro da faixa
esperada, enquanto a cinfora apresentou valores ligeiramente inferiores aos descritos na
literatura. Os teores variaram entre 10,70% e 15,82% para a-pineno ¢ entre 8,44% e 17,33%
para canfora (Boufetacha et al., 2024; Hudaib et al., 2022; Elyemni et al., 2019; Ferreira et al.,
2020). De modo geral, os valores reportados por outros métodos de extragdo também se mantém
proximos dessas faixas. Por exemplo, Boufetacha et al. (2024) relataram concentragdes de
10,70% para a-pineno € 6,90% para cénfora utilizando destilagio a vapor, enquanto Ferreira et
al. (2020) encontraram 12,51% e 17,51%, respectivamente, empregando hidrodifusdo por
micro-ondas e gravidade.

A principal discrepancia observada refere-se ao 1,8-cineol, geralmente descrito como
composto majoritario, independentemente do método de extragdo, com teores entre 25,50% ¢
50,30% (Hudaib et al., 2022; Ferreira et al., 2020; Boufetacha et al., 2024). No presente estudo,
entretanto, esse composto foi quantificado em apenas 8,28%. Em contrapartida, o teor de
mirceno (13,23%) foi significativamente superior aos valores usualmente reportados, que
variam de 0,40% a 1,46% (Hudaib et al., 2022; Boufetacha et al., 2024) para métodos como
hidrodestilacdo, destilagdo a vapor e hidrodifusdo por micro-ondas.

Os compostos B-pineno (5,39%), canfeno (5,19%) e isoborneol (4,98%) apresentaram
concentragdes compativeis com as faixas descritas na literatura. Para B-pineno, os valores
variam de 3,56% (Elyemni et al., 2019) a 4,16% (Ferreira et al., 2020). O canfeno apresenta
teores entre 3,80% ¢ 9,77% (Ferreira et al., 2020; Boufetacha et al., 2024; Hudaib et al., 2022;
Elyemni et., 2019), enquanto o isoborneol foi reportado em 4,14% por Ferreira et al. (2020) e
5,33% por Boufetacha et al. (2024), todos utilizando hidrodestilagdo. Resultados semelhantes
também sdo observados quando comparados a outros métodos de extragdo: para B-pineno,
6,99% (destilagdo a vapor) e 3,25% (hidrodifusdo por micro-ondas), para canfeno, 4,86%
(destilagdo a vapor) ¢ 2,48% (hidrodifusdo por micro-ondas) e para isoborneol, 5,12%
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(destilag@o a vapor) e 5,01% (hidrodifusdo por micro-ondas), conforme descrito por Ferreira et
al. (2020) e Boufetacha et al. (2024), respectivamente.

O composto verbenona (5,23%) apresentou teor superior ao encontrado por Hudaib et
al. (2022) de 1,2% e Elyemni et al. (2019) de 0,15%. O linalol (3,54%) também foi quantificado

em concentragdo maior do que a reportada por Elyemni et al. (2019), de 1,49%.

5.4 CONTEUDO FENOLICO TOTAL E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para do conteudo fendlico total (CFT) ¢ a
atividade antioxidante total (AAT) sob diferentes condigbes de extragdo, conforme o
delineamento experimental proposto nesse estudo. A andlise comparativa permite identificar
quais combinagdes de varidveis favorecem a maior recuperagdo de compostos bioativos e

atividade antioxidante total, contribuindo para a otimizac¢do do processo.

TABELA 6 - CONTEUDO FENOLICO TOTAL (CFT) E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)
SOB DIFERENTES CONDICOES DE EXTRACAO, CONFORME O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

- Temperatura . 'Raz'io . Concentracéio CFT* AAT*
nsaio C0) sélido-liquido de etanol .(mg AGE/g mg TE/ g de pmol TE/g

(mg/mL) %) biomassa seca) biomassa seca biomassa seca
1 30 (-1) 20 (-1) 20 (-1) 56,53 £2,11%  126+023% 5,04+ 0,23
2 70 (+1) 20 (-1) 20 (-1) 46,56 £1,63¢  124+026°  4,95+0,26°
3 30 (-1) 60 (+1) 20 (-1) 52,53+042¢  042£0,15  1,68+0,15°
4 70 (+1) 60 (+1) 20 (-1) 67,92+£2,10%  043+0,15°  1,72+0,15°
5 30 (-1) 20 (-1) 60 (+1) 104,26 £2,24*  2,57+0,05* 10,25+ 0,05
6 70 (+1) 20 (-1) 60 (+1) 1834+ 1,42  223+030°  891+0,30°
7 30 (-1) 60 (+1) 60 (+1) 77,99 +2,11°  085+001®  3,40+001°
8 70 (+1) 60 (+1) 60 (+1) 19,76 £1,70° 0,72+ 031% 288 +031%
9 50 (0) 40 (0) 40 (0) 28,83+ 1,44°  126+002>  5,03+0,02°

* Resultado de triplicatas + desvio padrio
FONTE: A autora (2026)

As condicGes de extracdo assistida por ultrassom adotadas no ensaio 5 proporcionaram
o maior teor de compostos fendlicos totais (CFT), atingindo 104,26 mg GAE/g de extrato. Esse
resultado se destaca por representar um valor expressivo em relag@o aos reportados na literatura.
Para alecrim fresco, Xie et al. (2023) reportaram concentragdes variando entre 129,94 e 213,85
mg GAE/g sob diferentes condi¢Ges de ultrassom, enquanto Santos et al. (2025), na melhor
condicdo de extracdo assistida por ultrassom empregada, obteve 57,08 mg GAE/g. Em relagdo

a residuos de hidrodestilagdo, Irakli et al. (2023) alcangou 119,6 mg GAE/g utilizando extragio
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assistida por ultrassom e 145,3 mg GAE/g por extrag@o acelerada com solvente. Outros estudos,
como Psarrou et al. (2020) e Christaki et al. (2022), apresentaram valores inferiores, de 77,5
mg GAE/g com extragdo assistida por ultrassom ¢ 86,25 mg GAE/g utilizando a extragdo
simultdnea de hidrodestilacdo assistida por micro-ondas, respectivamente. Assim, o resultado
obtido neste estudo confirma que a aplicagdo da extrag@o assistida por ultrassom ao residuo
pos-hidrodestilagdo € uma estratégia eficaz para agregar valor, podendo atingir niveis proximos
aos reportados para alecrim fresco e refor¢ando a relevancia da otimizacdo das condi¢des de
extragdo.

Os valores de atividade antioxidante total (AAT) obtidos neste estudo foram inferiores
aos relatados em outras pesquisas envolvendo tanto extragdes de amostras frescas como
residuos hidrodestilados de alecrim. O estudo Irakli et al. (2023) alcangou 185 mg TE/g
empregando extrag@o assistida por ultrassom em residuo hidrodestilado enquanto o estudo de
Christaki et al. (2022) reporta 47,87 mg TE/g de extrato utilizando extragdo simultanea por
hidrodestilacio assistida por micro-ondas. Contudo, Santos et al. (2025) encontrou apenas 2,15
mg TE/g para alecrim fresco submetido a extragéo assistida por ultrassom, utilizando amostras
colhidas na mesma regido e sob as mesmas condi¢des experimentais aplicadas neste estudo.

Essa discrepancia reforga que, apesar do uso mundial da DPPH, diferentes adaptagdes
metodolédgicas, incluindo diferentes concentragdes iniciais do DPPH, diferentes aliquotas dos
extratos ¢ do DPPH ¢ diferentes tempos de reagdo — Irakli et al. (2023): 150 puL do extrato
diluido, 2,85 mL de solugdo DPPH (0,1 mM em metanol), absor¢do medida em 516 nm ap6s 5
minutos de reagdo. Christaki et al. (2022): 100 pL de extrato fenélico, 2,85 mL de DPPH (0,1
mM em metanol), absor¢do medida em 516 nm apds 5 minutos de reacdo. Santos et al. (2025)
¢ esse estudo: 40 pL do extrato, 160 pL de solu¢do DPPH (0,1 mM em metanol), absor¢do
medida em 517 nm apés 30 minutos de reagdo — dificultam a comparagio da atividade
antioxidante total (Scherer ¢ Godoy, 2009; Sacramento et al., 2023).

Além disso Brand-Williams et al. (1995) descrevem trés padrdes cinéticos distintos na
reagdo entre compostos antioxidantes ¢ o radical DPPH: reagdo répida, na qual o estado
estaciondrio é alcangado em menos de um minuto, reagdo intermediaria, com estabiliza¢do em
aproximadamente 30 minutos e reag@o lenta, caracterizada por um equilibrio atingido entre 1 ¢
6 horas. Essa cinética também dificulta a quantificagdo e comparag@o da atividade antioxidante
total pelo método de DPPH. Ainda assim, conforme demonstrado por Santos et al. (2025),
mesmo o extrato quantificado com baixa atividade antioxidante apresentou efeitos

antiproliferativos relevantes contra células de melanoma.
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5.4.1 Analise estatistica conteudo fendlico total e atividade antioxidante total

Com o objetivo de avaliar as influéncias das variaveis estudadas sobre as respostas de
interesse e validar os modelos propostos, foram realizadas analises de varidncia (ANOVA) para

o Contetido Fendlico Total (CFT) e para a Atividade Antioxidante Total (AAT). As validagdes

dos modelos estdo apresentadas na Tabela 7 e na Tabela 8.

TABELA 7 - ANOVA CONTEUDO FENOLICO TOTAL (CFT)

Variagdo Soma dos quadrados Graus de Liberdade = Média dos quadrados Teste F
Regressio 17.355,42 6 2.892,57 26,43
Residual 2.188,19 20 109,41
Total 19.543,61 26
F tabelado 2,60
(p<0,05)
R? 88,80
FONTE: A autora (2026)
TABELA 8§ - ANOVA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)
Variacio Soma dos quadrados  Graus de Liberdade  Média dos quadrados Teste F
Regressio 13,58 6 2,26 150,67
Residual 0,29 20 0,0015
Total 13,87 26
F tabelado 2,60
(p <£0,05)
R? 97,86

FONTE: A autora (2026)

O Figura 20 apresenta a relagdo entre os valores preditos pelo modelo ¢ os valores
observados para CFT e AAT para confirmar a adequagdo do modelo e sua capacidade de

representar os dados experimentais.
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FIGURA 20 — VALORES PREDITOS E VALORES OBSERVADOS PARA CFT E AAT
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FONTE: A autora (2026)

Os resultados da ANOVA apresentados na Tabela 7 e na Tabela 8 revelam que os
modelos sdo significativos para CTF ¢ AAT (p < 0,05). Os valores F tabelados em comparagéo
aos valores do Teste F implicam que o modelo pode prever a variagdo com precisdo. O R? de
0,8880 para o modelo de CTF e o R? de 0,9786 para o modelo de AAT indicam que 88,80% ¢
97,86% das variagOes totais de CFT e AAT, respectivamente, sdo atribuidas as varidveis
independentes. Ainda, € possivel visualizar no Grafico 2 um alto grau de cotrelagdo entre os
valores experimentais e previstos para CTF e AAT.

A Figura 21 apresenta duas andlises utilizadas para avaliar a influéncia das varidveis
independentes sobre o contetido fendlico total. O grafico de Pareto, que permite identificar a
magnitude ¢ a significincia estatistica dos cfeitos principais ¢ das interactes entre as varidveis,
destacando quais fatores exercem maior impacto no processo ¢ as superficies de respostas, que
ilustram graficamente as relagdes entre as variaveis independentes e o contelido fendlico total,
possibilitando uma visualizacdo das regides dtimas para maximizac¢io do conteudo fendlico
total. Essa abordagem combinada & essencial para compreender a dindmica do planejamento
experimental e obter a melhor condig¢@o do planejamento

A avaliagdo dos efeitos padronizados, apresentada no grifico de Pareto, Figura 19a,
indica que os fatores e interagdes possuem diferentes niveis de influéncia sobre a concentragio
final de CTF. Observa-se que os efeitos mais expressivos e significativos (p < 0,05) sdo a
interagio enfre temperatura e concentragdo de etanol, seguida pelo efeito individual da
temperatura e pela interagio entre temperatura e razio sélido-liquido. Por outro lado, os efeitos

individuais das varidveis razdo sélido-liquido e concentragdo de etanol ndo foram
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significativos, isso indica que, isoladamente, esses fatores ndo exercem influéncia relevante

sobre a concentracdo de CFT.

FIGURA 21 - EFEITO DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES NO CONTEUDO FENOLICO TOTAL (CFT)
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a. Gréfico de Pareto. b. Superficie resposta para concentragio de etanol (% v/v) e razéo s6lido-liquido RSL
(mg/mL) (com temperatura fixada na variavel -1). e. Superficie resposta para concentragio de etanol (% v/v) e
Temperatura T (°C) (com razdo sélido-liquido fixada na variavel 0). d. Superficie resposta para razdo solido-
liquido RSL (mg/mL) e Temperatura T (°C) (com concentraggo de etanol fixada na variavel 0).

FONTE: A autora (2026)

A interacdo temperatura ¢ concentragdo de etanol apresentou o maior efeito absoluto
(—8,76), evidenciando que a concentragdo de CFT ¢é fortemente dependente da combinagio
desses dois fatores. O sinal negativo indica que 0 aumento simultineo da temperatura e da
concentragdo de etanol tende a reduzir a varidvel resposta e como o efeito individual da
temperatura é negativa (—8,12), podemos constatar que a melhor resposta sobre o efeito da

interagdo temperatura e concentragdo de etanol ocorre em temperaturas mais baixas e

concentragdes de etanol mais elevadas.
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A interagéio entre temperatura e razfio solido-liquido também foi significativa, com
efeito positivo (+3,10) contudo, como ambos os fatores apresentam efeito negativo
individualmente, a interagfio positiva indica que a diminui¢io conjunta desses fatores promove
incremento na resposta. A interagdo entre razdo so6lido-liquido e etanol (—2,47) apresentou

efeito moderado e negativo, sugerindo que em niveis elevados simultdneos essa interagédo reduz
a concentragéo de CFT.

Em sintese, os resultados demonstram que para a obtengéio de CFT, a temperatura € o

fator mais critico, tanto isoladamente quanto em interacdo com outros parimetros,
especialmente com a concentracdo de etanol.

A Figura 22 apresenta duas andlises utilizadas para avaliar a influéncia das variaveis
independentes sobre a atividade antioxidante total.

FIGURA 22 - EFEITO DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES NA ATIVIDADE ATIOXIDANTE TOTAL
(AAT)
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a. Gréfico de Pareto. b. Superficie resposta para concentragio de etanol (% v/v) e razo sélido-liquido RSL
{(mg/mL) (com temperatura fixada na varidvel -1). e. Superficie resposta para concentragfio de etanol (% v/v) e
Temperatura T (°C) (com razdo sdlido-liquido fixada na varidvel 0). d. Superficie resposta para razdo s6lido-
liquido RSL (mg/mL) e Temperatura T (°C) (com concentragio de etanol fixada na variavel +1).

FONTE: A autora (2026)
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O grafico de Pareto evidencia a intensidade e a relevincia estatistica dos efeitos
principais e das interagdes entre os fatores, apontando aqueles que mais impactam na obtengdo
de altas concentracdes de atividade antioxidante total, ¢ as superficies de resposta, que
representam de forma visual como as variaveis independentes se relacionam com a atividade
antioxidante total, permitindo identificar as regides mais favoraveis para sua maximizagao. Essa
combinag¢do de analises ¢ fundamental para compreender o comportamento do sistema e definir
as melhores condi¢des dentro do planejamento experimental.

Os fatores que influenciam a concentracdo de AAT sdo apresentadas pela analise dos
efeitos padronizados, no grafico de Pareto Figura 20a, evidenciando que os fatores possuem
diferentes magnitudes ¢ diregdes de influéncia sobre a variavel resposta. Observa-se que os
efeitos mais expressivos e significativos (p < 0,05) sdo a razdo solido-liquido, a concentracio
de etanol e a interagdo entre essas duas variaveis.

O fator razdo sodlido-liquido apresentou o maior efeito absoluto (—24,59). O sinal
negativo indica que o aumento da razdo solido-liquido reduz expressivamente a resposta,
sugerindo que niveis baixos desse fator sdo essenciais para otimizagdo do processo. Em seguida,
destaca-se a concentra¢do de etanol, com efeito positivo (+15,27), indicando que o aumento
desse fator tende a aumentar a resposta.

A interagdo entre razdo sélido-liquido ¢ concentragdo de etanol (—7,95) apresentou
efeito moderado e negativo, refor¢ando o efeito oposto entre as duas variaveis, quando ambos
os fatores estdo em niveis elevados, a resposta € menor, devido ao efeito negativo da razdo
solido-liquido. Essa interagdo reforca a necessidade de ajustes combinados, evitando cenarios
em que razio solido-liquido e etanol estejam simultaneamente altos.

Por outro lado, os efeitos principais da temperatura (—2,47) ¢ as interagdes temperatura
¢ etanol (—2,37) e temperatura e razdo solido-liquido (+1,27) ndo foram significativos. Isso
indica que, diferente da resposta para CFT, a temperatura, isoladamente ou em interagdo com
outros fatores, ndo exerce influéncia relevante sobre a concentragdo de AAT. Em sintese, os
resultados demonstram que a concentragdo de razdo sdlido-liquido ¢ o fator mais critico,
seguida pela concentrag@o de etanol e pela interag@o entre ambos.

Para a variavel CTF, os efeitos mais relevantes foram associados a temperatura e a sua
interagdo com a concentragdo de etanol, indicando que niveis mais baixos de temperatura e
concentragOes mais elevadas de etanol tendem a maximizar a resposta. Em contraste, para a
varidvel AAT, os efeitos negativos predominantes da razdo s6lido-liquido e de sua interagdo
com a concentragdo de etanol, aliados ao efeito positivo do etanol, sugerem que a otimizagéo

deve priorizar a redugdo de razdo solido-liquido ¢ o aumento da concentragdo de etanol. A
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auséncia de significancia da temperatura neste modelo indica que esse pardmetro ndo exerce
impacto expressivo sobre a resposta.

Contudo, tanto para a resposta de CFT quanto para a resposta de ATT, os graficos de
superficie respostas evidenciam que a otimizacio ndo foi alcangada. De acordo com Myers,
Montgomery ¢ Anderson-Cook (2009), a caracterizagdo de um ponto 6timo em modelos de
segunda ordem depende da presenca de curvatura significativa associada aos termos
quadraticos. No presente estudo, a superficie de resposta ndo apresentou comportamento
concavo caracteristico de maximo local, ndo sendo observados contornos elipticos
concéntricos. Dessa forma, o ponto estaciondrio estimado néo pode ser classificado como ponto
de méaximo. Assim, ndo foi atingida condi¢@o de otimizagdo dentro da regido experimental

avaliada, podendo o ponto 6timo situar-se fora dos limites estudados.

5.5 COMPOSICAO DO PERFIL NAO VOLATIL DO EXTRATO DE ALECRIM

A Tabela 9 apresenta a quantificagdo dos compostos ndo volateis presentes no residuo
obtido sob as condi¢des definidas pelo planejamento experimental com extragdo assistida por

ultrassom, do residuo hidrodestilado de alecrim.

TABELA 9 - COMPOSICAO DO PERFIL NAO VOLATIL DO RESIDUO HIDRODESTILADO DO
ALECRIM SUBMETIDO AO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ASSISTIDO POR ULTRASSOM

. Vanilina*  Acido Cafeico* Acido Acido Gilico* Acido
Ensaio (ne/e) (ngle) p-Cumérico* (nele) Rosmarinico*
(ng/g) (rg/g)
1 99,77+2,41 56,21+ 0,35 18,06 + 0,04 10,38 + 0,32 38,86+ 1,28
2 74,18 £ 3,14 38,96 + 2,55 345+1,95 1,46 £ 0,52 14,90 + 1,27
3 38,98 + 0,56 23,26 +4,45 15,40+ 1,25 2,85+ 0,46 16,22 + 0,42
4 50,22 + 3,73 26,30 + 5,67 15,23 +1,23 1,85+ 0,82 10,40 + 2,56
5 114,82 + 0,58 37,60+ 0,37 0,98 + 0,28 n.d. 10,87 £ 0,24
6 78,63 + 1,22 21,78 +0,71 n.d. 2,66 + 0,50 8,51+ 0,61
7 23,50+ 1,92 5,87+1,72 0,39+ 0,66 0,15+ 0,06 3,97+0,78
8 38,86+ 1,70 13,33 + 0,66 1,67 + 0,66 0,58+0,17 4,83 +£0,10
9 75,96 + 3,51 12,10+ 0,46 n.d. 1,04+ 0,29 8,46 + 0,33

*Resultado em de triplicatas + desvio padréio. n.d.: O composto nfo estd presente ou estd presente em concentragdes
abaixo do limite de deteccéio. 4-Hidroxibenzidrazida, Flavona, Miricetina, Catequina, Rutina, Kaempferol, Acido
sindpico, Pirocatecol, Acido siringico e Acido ferilico ndo detectados em nenhum ensaio.

FONTE: A autora (2026)
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Os valores de acido rosmarinico reportados na literatura para extracdo assistida por
ultrassom podem ser elevados tanto em residuos de alecrim hidrodestilados (16,60 mg/g,
Psarrou et al., 2020; 53,91 mg/g, Irakli et al., 2023) quanto em alecrim fresco (15,94 mg/g,
Sharma et al., 2020; 54,14 mg/g, Dhouibi et al., 2023). Entretanto, os resultados do presente
estudo indicam que grande parte do acido rosmarinico foi removido durante a hidrodestilagdo,
corroborando as observacdes de Santana-Méridas et al. (2014), que néo detectou esse composto
no residuo solido apods extracdo assistida por ultrassom. Essa evidéncia € reforgada pelo trabalho
de De Elguea-Culebras et al. (2023), que encontrou 27,47 mg/g de acido rosmarinico na dgua
residuéria da hidrodestilacdo de alecrim. Considerando que o 4cido rosmarinico ¢ altamente
polar e apresenta elevada solubilidade em agua (Psarrou et al., 2020; Ziane et al., 2022), assim,
a extragdo prévia por hidrodestilador removeu grande parte desse composto.

O composto acido cafeico apresenta ampla variacdo de concentragGes reportadas na
literatura quando se avalia sua presenga apoOs tratamentos com ultrassom, tanto em residuos
hidrodestilados quanto em alecrim fresco. No presente estudo, os valores obtidos para acido
cafeico foram semelhantes aos relatados por Sharma et al. (2020), que empregaram extracdo
assistida por ultrassom utilizando os solventes puros de 4gua e metanol em alecrim fresco,
obtendo concentragdes de 2,40 pug/g e 23,77 ug/g, respectivamente.

Por outro lado, Irakli et al. (2021) quantificaram 374,0 ng/g de 4cido cafeico em residuo
proveniente da extracdo de 6leo essencial de alecrim, seguidos de extragdo por ultrassom com
metanol 70%, enquanto Christaki et al. (2022), também utilizando ultrassom com metanol 70%
em residuo hidrodestilado de alecrim, encontraram concentragdes de 120,0 pg/g. Skendi, Irakli
¢ Chatzopoulou (2017) reportaram valores de 131,0 pg/g para extragdo em metanol 70% e 5,7
ug/g para extracdo em agua, ambos aplicados a alecrim fresco submetidos a extragdo em
ultrassom.

No presente estudo, as maiores concentragdes de acido galico e acido p-cumarico, 10,38
ug/g e 18,06 ug/g respectivamente, ocorreram no ensaio 1 (120 min, 30°C, razdo 1:20, etanol
20%). Na literatura em condigdes semelhante utilizando extragdo assistida por ultrassom, os
autores Skendi et al. (2017) reportaram concentracGes menores de acido galico, 2,1 pg/g (20
min, <30°C, razdo 1:125, metanol 70%) e 1,2 ug/g (20 min, <30°C, razdo 1:125, 4gua), contudo
observaram valores superiores para o acido p-cumarico 71,5 ng/g (20 min, <30°C, razio 1:125,
metanol 70%) e 38,4 ug/g (20 min, <30°C, razdo 1:125, 4gua) para alecrim fresco. Ja Irakli et
al. (2021) ndo detectaram acido galico e nem é4cido p-cumarico em residuos pds-extragdo de

6leo essencial e ap6s ultrassom (30 min, 30°C, razéo 1:5, metanol 70%). Conforme observado



87

e conforme apontado por Bernatoniene et al. (2016) e Oreopoulou et al. (2021), solventes
orgénicos, como metanol, etanol, acetona, com agua sdo mais eficazes do que adgua pura para
extragdo de acidos fenodlicos, diterpenos, flavonoides e compostos fendlicos que possuem
polaridade intermediaria.

A vanilina foi o composto detectado em maior concentrag@o no extrato obtido. Entretanto,
esse composto raramente € reportado na literatura, sendo mais comum a quantificagdo do acido
vanilico, devido a conversdo da vanilina em acido vanilico durante processos que envolvem
aquecimento. Essa transformagdo € influenciada principalmente pela temperatura e pelo tempo
de exposicdo térmica: quanto maior o tempo de tratamento, menor a quantidade de vanilina
remanescente, enquanto o acido vanilico ¢ formado gradualmente. Tal conversdo ¢ considerada
benéfica, pois o 4cido vanilico apresenta maior atividade antioxidante em comparagdo a
vanilina (Mourtzinos et al., 2009). Dessa forma, amostras submetidas a longos periodos de
hidrodestilagido tendem a apresentar predominédncia de &cido vanilico. No entanto, o0 processo
utilizado neste estudo, com tempo reduzido de hidrodestilagdo (30 minutos, em contraste com
o método tradicional de aproximadamente 4 horas), favoreceu a preservacéo da vanilina no
extrato.

Brand-Williams et al. (1995) apontam que o acido gélico, acido rosmarinico € acido
cafeico apresentam alto poder antioxidante, enquanto compostos como éacido p-cumadrico ¢
vanilina apresentam baixa atividade antioxidante. Os mesmo autores relataram que a vanilina,
assim como acido p-cumario, acido cafeico e acido galico estdo entre as substincias que reagem

lentamente com o DPPH reagente na quantificagdo da atividade antioxidante.

5.6 EFEITO ANTITUMORAL NA LINHAGEM DE MELANOMA CUTANEO A375

5.6.1 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A Figura 23 mostra a viabilidade da linhagem celular A375 tratada por 24 horas com
extrato do residuo de alecrim. As concentragdes de extrato em todas as condigOes testadas
reduziram significativamente a viabilidade das células em compara¢do com o controle (p <
0,0001). O extrato, na concentragdo de 0,05 mg/mL, proporcionou cerca de 65% de viabilidade
celular.

Os resultados obtidos neste estudo estdo alinhados com a literatura, que também
demonstra um efeito citotoxico significativo de compostos derivados de R. officinalis sobre

células A375. Por exemplo, Cocan et al. (2017), apés aplicar extratos etandlicos de R. officinalis
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em linhagem celular de melanoma A375, obteve viabilidade de 56% na concentragdo de 0,050
mg/mL e 45,5% na concentracdo de 0,1 mg/mL apods 72 horas.

No estudo de Huang et al. (2021), a atividade das células A375 diminuiu com o aumento
da concentra¢do de acido rosmarinico. Em uma concentragdo de acido rosmarinico de 0,2
mg/mL, a atividade celular caiu abaixo de 80% em 24 horas € para cerca de 50% para em 48
horas. Russo et al. (2009) avaliou o extrato de R. Officinalis contendo acido carndsico, acido
rosmarinico e carnosol em células A375 com diferentes concentragdes por 72 horas, na
concentragdo de 0,040 mg/mL., a viabilidade celular foi de 42%, contudo, devido a concentragdo
de acido rosmarinico encontrada nesse estudo, os resultados obtidos de reducao da viabilidade
celular é provavelmente decorre de interagdes sinérgicas entre seus constituintes bioativos

(Vanilina, Acido Cafeico, Acido p-Cumarico, Acido Gélico e Acido Rosmarinico).

FIGURA 23 — VIABILIDADE CELULAR DA LINHAGEM CELULAR A375 APOS 24 HORAS DE
TRATAMENTO COM EXTRATO DE ALECRIM
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Todos os experimentos foram conduzidos independentemente em triplicata. Os dados séo apresentados como
média + DP. A analisc estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
comparag¢des multiplas de Dunnett. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos: (P <
0,05); *(P < 0,01); **(P < 0,001); ***(P < 0,0001).

FONTE: A autora (2026)
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5.6.2 Ensaio de microscopia de fluorescéncia para viabilidade celular por coloragdo DAPI e

potencial transmembranar das mitocondrias por coloracio TMRE

A Figura 24a apresenta a viabilidade celular por coloragdo DAPI e a Figura 24b, o
potencial transmembranar das mitocondrias por coloragdo TMRE. Em nosso estudo, apds o
tratamento, as c€lulas de melanoma apresentaram reducdo expressiva da intensidade de
fluorescéncia na concentracdo de 0,1 mg/mL em comparagdo com o controle, em ambas as
analises por microscopia de fluorescéncia. Esse resultado estd em concordancia com o

observado no ensaio MTT, refor¢ando o efeito do extrato sobre a viabilidade celular.

FIGURA 24 — ENSAIO DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA VIABILIDADE CELULAR POR
COLORACAOQO DAPI E POTENCIAL TRANSMEMBRANAR DAS MITOCONDRIAS POR COLORACAO
TMRE

Control 0,05 mg/mL 0,1 mg/mL 0,2 mg/mL 0,4 mg/mL
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Efeito antineoplasico do extrato de residuo alecrim em células de melanoma cutineo observado por microscopia
de fluorescéncia apos 24 horas de tratamento. a. As células A375 coradas com DAPI (azul) e b. TMRE (vermelho).
Ampliagdo do microscopio = 40x.

FONTE: A autora (2026)

Estudos anteriores destacam que compostos fend6licos presentes no alecrim possuem
atividades antitumorais significativas, incluindo ag@o contra células de melanoma A375. Por
exemplo, Silva et al. (2025) observaram efeito antineoplésico a partir de 0,1 mg/mL do extrato
etandlico de alecrim em células de melanoma cutdneo A375, utilizando microscopia de
fluorescéncia coloragdo com laranja de acridina, éster etilico de tetrametilrodamina e DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol) apés 24 horas de tratamento. Os autores apontam o acido
rosmarinico como principal composto inibidor, embora atuando de forma sinérgica com os

demais constituintes do extrato. No estudo de Huang et al. (2021) para a linhagem A375, a
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concentracdo de 0,050 mg/mL de acido rosmarinico promoveu aumento significativo de células
apoptoticas, evidenciado por coloragéo TUNEL ap6s 48 horas.

O presente estudo evidencia que o residuo de alecrim também apresenta propriedades
antiproliferativas relevantes, comparaveis as de compostos isolados ou extraidos de alecrim
fresco. Nesse contexto, sugere-se que o efeito antiproliferativo do residuo esteja relacionado 2

interacdo sinérgica entre seus constituintes bioativos.

5.6.3 Ensaio de migragdo celular

O ensaio de cicatrizagéio de feridas foi realizado para observar a migragdo celular. A
Figura 25 mostra a migragdo das células do melanoma com e sem tratamento o extrato do

residuo de alecrim, em concentragdes crescentes, € a respectiva analise estatistica.

FIGURA 25 - MIGRACAO DE CELULAS DE MELANOMA APOS 24 HORAS DE TRATAMENTO COM
EXTRATO DO RESIDUQ DE ALECRIM

Control 0.1 mg/mL 0,2 mg/mL 0.4 mg/mL

0h

4hf

Migragéo de células de melanoma apds 24 horas de tratamento com extrato de alecrim. Ampliagio do microscépio:
4%
FONTE: A autora (2026)

O ensaio de migracdo celular pelo fechamento de feridas reforca a atividade
antitumoral do extrato do residuo de alecrim. Néo foi possivel observar o efeito esperado de
inibi¢éo celular apos as 24 horas de tratamento, mas sim, morte celular significativa a partir da
concentragdo de 0,1 mg/mL. Esse achado demonstra que o extrato apresenta desempenho
expressivo mesmo em baixas concentragGes.

Para esse mesmo ensaio, a inibi¢do da migragdo foi encontrada para concentragdes
semelhantes ao do estudo na literatura. Para a mesma linhagem celular, Santos et al. (2025)

observaram inibig¢do significativa da migra¢do com 0,1 mg/mL de extrato de alecrim apds 24
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horas e morte celular para concentragdes acima de 0,2 mg/mL. Huang et al. (2021) verificaram,
apos 72 horas de ensaio, que concentragoes a partir de 0,2 mg/mL de 4cido rosmarinico reduzem
de forma significativa a migragdo celular.

Borsoi et al. (2024), avaliando a linhagem SK-Mel-28, relataram diminuic¢do
significativa no fechamento da ferida em todas as concentracdes testadas (0,2 a 1,6 mg/mL) de
extrato de araca-boi e 4cido transcindmico, sem apresentar morte celular. Da mesma forma,
Gabin et al. (2023) demonstraram que a maior concentracdo de extrato de feijoa (10 mg/mL)
foi capaz de inibir a migracdo de células SK-Mel-28, atribuindo esse efeito principalmente a
presenca de compostos fendlicos, em especial a flavona.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo — especialmente os resultados
significativos ja a partir de 0,1 mg/mL — mostram que o extrato do residuo de alecrim se
apresenta como uma opg¢do tdo viavel e eficaz quanto os demais compostos e extratos ja

investigados, destacando-se inclusive pela eficacia em concentragdes menores.

5.6.4 Perfil Redox (ROS, NOx, PSH ¢ NPSH)

O perfil redox, avaliado pelos niveis dos marcadores de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e 6xido nitrico (NOx), ¢ pelos marcadores antioxidantes tidis totais (PSH) e tidis ndo
proteicos (NPSH) sdo exibidos na Figura 26.

Conforme demonstrado na Figura 26a, os compostos fenélicos presentes no extrato do
residuo hidrodestilado de alecrim promoveram aumento significativo na producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em todas as concentragGes testadas, quando comparadas ao
controle. Esse aumento caracteriza um efeito pré-oxidante e indica a indugdo de estresse
oxidativo celular. Foi observado a redugdo dos niveis dos niveis de 6xido nitrico (NOx) a partir
da concentragdo 0,2 mg/mL (Figura 26b). O acimulo de ROS pode ser acompanhado pela
producdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS), como o altamente reativo anion
peroxinitrito, um oxidante forte formado pela reag@o de O2 ™" e 6xido nitrico (NO), dessa forma,
a formacao do anion peroxinitrito leva a inativagdo de NO reforgando um desequilibrio redox
pro-oxidante (Piacenza et al., 2022).

Em outros estudos com células de melanoma cutdneo, observamos que, a curcumina
aumentou os niveis de ROS e NOx, atuando como pro-oxidante em células de melanoma
cutdneo (Manica et al., 2023), enquanto o acido rosmarinico ndo foi capaz de induzir a geragdo
de ROS e NOx, sendo considerado um composto antioxidante (Silva et al., 2022; Nassar et al.,
2014).
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Para os niveis de tidis totais (PSH) e tiois ndio proteicos (NPSH), mostrados na Figura
25c¢ e 25d, houve significativa diminui¢do em comparagdo com o controle nas células de
melanoma tratadas, exceto no nivel mais alto, de 0,4 mg/mL, no qual nfio houve diferenga
significativa para NPSH. Isso indica que nas demais concentragdes, o extrato causou uma

inibicdo dos sistemas antioxidantes endégenos de NPSH, sugerindo a inibi¢do do sistema

antioxidante.

FIGURA 24 — DETERMINACAO DO PERFIL REDOX (ROS, NOx, PSH ¢ NPSH) NAS CELULAS DE
MELANOMA CUTANEO
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Todos os experimentos foram conduzidos independentemente em triplicata. Os dados séio apresentados como
meédia + DP. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
comparagdes multiplas de Dunnett. *(P < 0,05); **(P < 0,01); ***(P < 0,001); ****(P <0,0001).

FONTE: A autora (2026)
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6 CONCLUSAO

Os ensaios preliminares permitiram identificar a amostra fresca de alecrim (Amostra
1) como a mais adequada, devido ao seu maior rendimento de 6leo essencial ao longo da
hidrodestilagdo. A avaliagdo cinética evidenciou que a maior extragdo ocorreu nos primeiros 30
minutos, resultando em rendimento compativel com valores reportados na literatura em 4 horas
de extra¢do. Além disso, as analises do perfil volatil indicam que o perfil volatil do dleo
essencial de alecrim apresenta elevada estabilidade entre 30 minutos € 4 horas de
hidrodestilacdo, com variagdes minimas na maioria dos compostos identificados. Estudos sobre
a influéncia do tempo de extragdo no rendimento € na composigdo quimica dos 6leos essenciais
s30 escassos, embora sejam fundamentais para a maximizagao do rendimento do Oleo essencial.

As condi¢des de extragdo assistida por ultrassom, especialmente as empregadas no
ensaio 5, mostraram-se eficientes para a recuperagdo de CFT do residuo pds-hidrodestilagdo,
atingindo valores expressivos quando comparados a literatura. Para a varidvel CTF, os efeitos
mais relevantes foram associados a temperatura ¢ a sua interagdo com a concentragéo de etanol,
indicando que niveis mais baixos de temperatura e concentragdes mais elevadas de etanol
tendem a maximizar a resposta. Em contraste, para a varidvel AAT, a otimizagdo deve priorizar
a redugdo de razdo sélido-liquido € o aumento da concentragdo de etanol.

Os resultados obtidos na composi¢do do perfil ndo volatil, indicam que a
hidrodestilagdo removeu grande parte do 4cido rosmarinico do alecrim, contudo, a vanilina foi
preservada devido ao curto tempo de hidrodestilacdo aplicado. Os demais compostos
quantificados foram o 4cido cafeico, dcido p-cumarico e 4cido gélico.

Os resultados sobre o efeito antitumoral demonstram que o extrato obtido do residuo
de alecrim apresenta expressiva atividade citotdxica sobre células de melanoma A375, em
concordincia com achados prévios da literatura. A redugdo da viabilidade celular, confirmada
tanto pelo ensaio MTT quanto pela microscopia de fluorescéncia, a redu¢do do potencial
transmembranar das mitocondrias, associada a significativa morte celular no ensaio de feridas
ja em baixas concentra¢des, evidencia o potencial bioldgico do residuo como fonte de
compostos bioativos com agdo antitumoral. Ainda, o aumento dos niveis de ROS e a diminuigdo
dos niveis dos marcadores antioxidantes PSH e NPSH evidenciam o aumento do estresse
oxidativo e a agdo pro-oxidante. Esses efeitos, provavelmente decorrentes da atuagao sinérgica
entre seus constituintes fendlicos (Vanilina, Acido Cafeico, Acido p-Cumarico, Acido Galico

e Acido Rosmarinico), indicam que o residuo de alecrim pode ser uma alternativa promissora
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e sustentdvel para o desenvolvimento de agentes terapéuticos voltados ao controle da

proliferagdo e migragdo de c€lulas de melanoma.
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