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1 Introducao

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva aromatica amplamente utilizada na
culindria e na medicina. Nos ultimos anos, tem despertado interesse cientifico devido a
presenca de compostos bioativos com reconhecida acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancerigena (Aziz et al., 2022; Psarrou et al., 2020). Dentre os compostos fendlicos
presentes no alecrim, o 4cido rosmarinico se destaca por sua ampla bioatividade, atuando em
vias moleculares associadas a proliferacdo celular, apoptose e inflamacao. Estudos realizados
mostraram sua eficiéncia inibindo células tumorais, além de apresentar baixa toxicidade para
células saudaveis (Silva et al., 2023; Huang et al., 2021).

O melanoma cutaneo, tipo mais agressivo de cancer de pele, tem apresentado
crescente incidéncia global, o que impulsiona a busca por abordagens terapéuticas mais
eficazes e seguras. Diante disso, este trabalho propde-se a analisar o processo de extracao do
acido rosmarinico das folhas de alecrim, com foco na aplicagdo do extrato sobre células de

melanoma SK-MEL-28, visando investigar possiveis efeitos antiproliferativos.
2 Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a extragdo de 4cido rosmarinico da erva de
alecrim utilizando a técnica de extracdo assistida por ultrassom e investigar o potencial

antiproliferativo do extrato em células de melanoma cutaneo SK-MEL-28.
3 Metodologia

As folhas de alecrim foram secas a 50 °C por 5 dias, moidas e
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peneiradas (d < 0,6 mm). A extracdo do &cido rosmarinico foi
avaliada por meio de um planejamento fatorial completo, 2%, com
dois niveis e trés variadveis (Tabela 1). As extragdes foram
realizadas por 120min em banho ultrassénico (UC-50A, Biobase),
seguidas de centrifugacao (500 rpm, 5° C e 5 min). A fracdo liquida
foi armazenada a -18°C sob abrigo de 1luz para posterior

quantificacao.

Tabela 1. Planejamento fatorial completo, 23, varidveis e niveis experimentais empregados.

Variaveis Nivels

-1 0 +1
Temperatura (°C) 30 a0 70
Fazdo solido-liquido (RSL) (mg/mL) 20 40 60
Concentracio de etanol (%) 20 40 60

O conteudo fenodlico total (CFT) foi determinado por espectrofotometria utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu, conforme a metodologia descrita por Dresch et al. (2025). A
analise foi realizada em placas de 96 pogos, com leitura da absorbancia a 760 nm. A
quantificagdo foi baseada em uma curva padrdo de acido galico (0-100 pg/mL, R*=0,9941),
com resultados expressos em mg de acido galico equivalente (AGE) por grama de biomassa
seca.

A atividade antioxidante total (AAT) foi avaliada por meio do método DPPH,
conforme descrito por Dresch et al. (2025) e Miki et al. (2024). A leitura foi realizada a
517 nm, e a quantificagdo foi baseada em curva padrao de Trolox (0—50 pg/mL, R? = 0,9846),
sendo os resultados expressos em mg de Trolox equivalente (TE) por grama de biomassa seca.

A identificacdo e quantificagdio dos compostos fenodlicos foram realizadas em
HPLC-MS conforme descrito por Miki et al. (2024). A extragao otimizada (70 °C, 20 mg/mL,
60% etanol) foi replicada em escala ampliada para realizagdo dos testes em linhagem celular
SK-MEL-28. As células foram tratadas com concentragdes de extrato variando entre 0,005
mg/mL e 0,1 mg/mL por 24 h, sendo a andlise de viabilidade celular determina através de
ensaios de fluorescéncia mitocondrial (TMRE), conforme metodologia descrita por Dresch et

al. (2025).
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4 Resultados e Discussao

A analise dos compostos fendlicos totais revelou variagdes significativas conforme as
condi¢des do planejamento experimental (Tabela 2). O maior valor de CFT foi obtido no
ensaio 6 (70 °C, 20 mg/mL e 60% de etanol), com 57,08 mg AGE/g de biomassa seca. Este
resultado confirma que temperaturas elevadas e maiores concentragdes de etanol favorecem a
extracdo de fenodlicos, devido ao aumento da solubilidade, difusdo do solvente e intensidade
de cavitagdo ultrassonica (Bernatoniene et al., 2016). Observou-se também um efeito negativo
da razdo solido-liquido, sendo que menores propor¢des (maior volume de solvente)
aumentaram a eficiéncia de extracdo devido a maior area de contato entre biomassa e solvente

(Xie et al., 2023).

Tabela 2. Resultados em termos do conteudo fendlico total e atividade antioxidante do

planejamento de experimentos realizado.

Ensaio Temperatura RSL Concentracio CFT (mgAGE/ AAT (mgTE/

(O (Mg/mL)* Etanol (%) € biomassa seca)” € biomassa seca)®
1 30 (-1) 20(-1) 20(-1) 2380+ 1,84 1,73 =003
2 70 (+1) 20(-1) 20(-1) 3935+1,72 1,86 =001
3 30 (-1) 60 (+1) 20(-1) 1475+ 1,96 0.39+0,01
4 70 (+1) 60 (+1) 20(-1) 2531+0.30 0.60+0,19
3 30 (-1) 20(-1) 60 (+1) 3579+ 1,07 2.21+0,01
6 70 (+1) 20(-1) 60 (+1) 5708+ 1.62 21500
7 30 (-1) 60 (+1) 60 (+1) 3251+083 0,66 +0,01
8 70 (+1) 60 (+1) 60 (+1) 4761+279 0.60+0,01
9 50() 40 (0) 40 (0) 3899+2127 092+001

* Razdo sélido liquido; ® Contetido fendlico total; © Atividade antioxidante total.

A atividade antioxidante total seguiu tendéncia semelhante, com o maior valor
também no ensaio 6 (2,15 mg TE/g). A correlagdo entre alto teor de fenolicos e atividade
antioxidante demonstra a relevancia desses compostos na neutralizagdo de radicais livres,
especialmente o acido rosmarinico, que tem forte potencial antioxidante (Aziz et al., 2022;
Psarrou et al., 2020). Contudo, observa-se que o aumento da AAT nem sempre foi
proporcional ao CFT, indicando que outros fatores, como sinergismos entre compostos,
podem influenciar essa atividade (Gambin et al., 2023).

A andlise por LC-MS indicou o acido rosmarinico como composto majoritdrio em
quase todos os extratos, atingindo até 273,39 mg/L-g de biomassa seca no ensaio 8 e

170,13 mg/L-g no ensaio 6. A maior extragdo ocorreu sob alta temperatura e concentracdo
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intermediaria de etanol, o que corrobora Psarrou et al. (2020), que relataram maior extragao
com solventes hidroalcodlicos sob extragdo assistida por ultrassom. Compostos como acido
cafeico, miricetina e acido p-cumarico foram detectados em menores concentragdes ou abaixo
do limite de deteccdo. Esses resultados confirmam que o perfil bioativo do extrato ¢
dominado pelo acido rosmarinico, cuja presenca elevada contribui para a sua expressiva
atividade antioxidante.

A atividade antiproliferativa foi avaliada na linhagem celular SK-MEL-28, por meio
de ensaios de fluorescéncia mitocondrial (TMRE) (Figura 1).

Figura 1. Efeito antiproliferativo do extrato de alecrim em células SK-MEL-28 observadas
por microscopia de fluorescéncia ap6s 24 h de tratamento.

Controle 0,005 mg/mL 0,025 mg/mL 0,05 mg/mL 0,1 mg/mL

O extrato reduziu significativamente a viabilidade celular a partir de 0,025 mg/mL,
com menor viabilidade registrada na concentracio de 0,1 mg/mL. A fluorescéncia
mitocondrial diminui com o aumento da concentracdo do extrato, indicando
comprometimento do potencial de membrana mitocondrial. Esses resultados estdo de acordo
com Silva et al. (2023), que demonstraram a capacidade do &cido rosmarinico de induzir
disfuncdo mitocondrial, apoptose e reduzir a expressao do NLRP3 em células de melanoma.

Apesar do presente estudo ter se limitado a linhagem SK-MEL-28, os resultados
reforcam o potencial antitumoral do extrato etanolico de alecrim, atribuido principalmente ao
acido rosmarinico, mas possivelmente também a interagdo com outros compostos presentes,
como carnosol e acido carnodsico (Gonzalez-Vallinas et al., 2015). A interacdo sinérgica entre
esses componentes pode explicar a eficicia antiproliferativa observada, mesmo quando

presentes em concentragdes reduzidas.

5 Conclusao

A extragdo assistida por ultrassom mostrou-se uma estratégia eficiente para obtencao
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de 4cido rosmarinico a partir da erva de alecrim, resultando em extratos com atividade
citotoxica significativa contra células de melanoma SK-MEL-28. Os resultados refor¢am o
potencial do alecrim como fonte promissora de compostos bioativos com possivel aplicagdo
em estratégias terapéuticas anticancerigenas.
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