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Bruna de Paula Belini

Propriedades bioldgicas do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium

RESUMO: Achillea millefolium (mil-folhas) é uma planta pertencente a familia Asteraceae,
conhecida popularmente como mil-folhas. E utilizada na medicina tradicional para tratar
infeccbes, febres e feridas. Possui propriedades antioxidantes, antibacterianas e
antiinflamatdrias, devido a compostos como &cidos fenolicos, flavonoides e
terpenos. Apresentam caracteristicas de grande interesse para a conservacao de alimentos e
prevencao de contaminagdes. Além disso, ela pode ajudar a combater o estresse oxidativo, que
danifica o DNA e pode causar doencas. Dentro desse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a composi¢do quimica, determinar o teor de fendis e flavonoides totais,
atividade antioxidante, inibicdo de producdo de éxido nitrico, atividade antiproliferativa e
antibacteriana do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium. O extrato foi obtido a
partir de folhas por meio de maceracdo utilizando alcool etilico 96%. A composi¢do quimica
foi caracterizada por UHPLC-MS. Realizou-se a determinagdo de fendis e flavonoides totais.
A atividade antioxidante foi avaliada utilizando diferentes métodos como, sistema [-
caroteno/acido linoleico, método de sequestro dos radicais livres (DPPH), Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) e atividade antioxidante celular. Avaliou-se também a atividade
antiproliferativa, inibicdo da producdo de éxido nitrico e atividade antibacteriana. Por fim foi
realizada a analise estatistica. Foram identificados 16 compostos no extrato etandlico de
Achillea millefolium, sendo os majoritarios: Acido clorogénico, 4cido protocatecuico, acido p-
hiroxibenzoico, vanilina, rutina ¢ 4cido quinico. Na atividade antioxidante pelo sistema [3-
caroteno/acido linoleico, a inibicdo da oxidacgdo atingiu 55,17%. No método DPPH, o extrato
apresentou 1Cso de 0,959 mg/mL, indicando capacidade de neutralizar radicais livres. Enquanto
método FRAP, o poder redutor foi de 1,35 pM Fe*/mg. Em relacdo a atividade
antiproliferativa, as células tumorais apresentaram 1Cso de 201 a 250 mg/mL, sendo inferior
qguando comparado ao controle elipticina, porém o extrato trata-se de uma mistura complexa de
compostos, diferindo de quando se analisa uma substancia padrdo pura. Para células VERO néo
apresentou atividade antiproliferativa celular para célula ndo tumoral. O extrato etandlico
apresentou acao inibidora da producdo de 6xido nitrico com 111 mg/mL. A atividade
antibacteriana foi avaliada contra diferentes bactérias pelo método de microdilui¢do em caldo,
determinando-se as concentracdes inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) pelo
método de microdilui¢do. O extrato mostrou maior eficacia contra Staphylococcus aureus (CIM
= 10,00 mg/mL), superando o desempenho do conservante sorbato de potassio (CIM = 50,00
mg/mL). Além disso, foi avaliada a combinacdo do extrato com sorbato de potassio,
demonstrando sinergismo contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
Typhi. Os resultados confirmam o potencial antioxidante e antibacteriano do extrato de Achillea
millefolium. Sua eficacia em sinergia com sorbato de potéssio € promissora para formulagdes
que buscam reduzir a quantidade de conservantes sintéticos, contribuindo para a seguranca e a
qualidade dos alimentos. A continuidade das investigacdes, especialmente sobre o0s
mecanismos de sinergismo e os efeitos em sistemas complexos, pode consolidar seu uso
industrial.

Palavras-chave: Mil-folhas. Atividade antibacteriana. Conservante natural. Extrato etanolico.



Bruna de Paula Belini

Biological properties of the ethanolic extract of Achillea millefolium leaves

ABSTRACT: Achillea millefolium (yarrow) is a plant belonging to the Asteraceae family,
commonly known as yarrow. It is used in traditional medicine to treat infections, fevers, and
wounds. It has antioxidant, antibacterial, and anti-inflammatory properties due to compounds
such as phenolic acids, flavonoids, and terpenes. These properties are of great interest for food
preservation and contamination prevention. Furthermore, it may help combat oxidative stress,
which damages DNA and can lead to diseases. In this context, the present study aimed to
evaluate the chemical composition, determine the total phenolic and flavonoid content,
antioxidant activity, inhibition of nitric oxide production, antiproliferative activity, and
antibacterial activity of the ethanolic extract of Achillea millefolium leaves. The extract was
obtained from the leaves through maceration using 96% ethyl alcohol. The chemical
composition was characterized by UHPLC-MS. The total phenolic and flavonoid content was
determined. Antioxidant activity was assessed using different methods, such as the B-
carotene/linoleic acid system, DPPH free radical scavenging method, Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), and cellular antioxidant activity. The antiproliferative activity,
inhibition of nitric oxide production, and antibacterial activity were also evaluated. Finally,
statistical analysis was performed. Sixteen compounds were identified in the ethanolic extract
of Achillea millefolium, with the major compounds being chlorogenic acid, protocatechuic acid,
p-hydroxybenzoic acid, vanillin, rutin, and quinic acid. In the antioxidant activity using the [3-
carotene/linoleic acid system, oxidation inhibition reached 55.17%. In the DPPH method, the
extract showed an 1Cso of 0.959 mg/mL, indicating its capacity to neutralize free radicals. In
the FRAP method, the reducing power was 1.35 uM Fe*/mg. Regarding antiproliferative
activity, tumor cells showed an ICso ranging from 201 to 250 mg/mL, which was lower
compared to the ellipticine control. However, the extract is a complex mixture of compounds,
differing from the analysis of a pure standard substance. For VERO cells (non-tumor cells), no
antiproliferative activity was observed. The ethanolic extract showed inhibition of nitric oxide
production at 111 mg/mL. The antibacterial activity was evaluated against various bacteria
using the broth microdilution method, determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The extract showed greater efficacy
against Staphylococcus aureus (MIC = 10.00 mg/mL), outperforming potassium sorbate (MIC
= 50.00 mg/mL). Additionally, the combination of the extract with potassium sorbate was
evaluated, demonstrating synergy against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and
Salmonella Typhi. The results confirm the antioxidant and antibacterial potential of the Achillea
millefolium extract. Its effectiveness in synergy with potassium sorbate is promising for
formulations aiming to reduce the amount of synthetic preservatives, contributing to food safety
and quality. Continued research, especially on the mechanisms of synergy and effects in
complex systems, could solidify its industrial use.

Key-words: Yarrow. Antibacterial activity. Natural preservative. Ethanolic extract.



1. INTRODUCAO

Achillea millefolium (Pollard) D.D. Keck é uma planta pertencente a familia Asteraceae,
originéria da Europa e amplamente aclimatada no Brasil (Lorenzi; Matos, 2002), sendo
popularmente conhecida como mil-folhas. E utilizada na medicina tradicional no tratamento de
infeccdes, febres, cicatrizagdes, inchagos e feridas (Lopes et al., 2003; Lopes et al., 2005). Suas
propriedades fitoterapicas sdo reconhecidas mundialmente, especialmente pelos seus extratos
alcoolicos e o6leo essencial, incluindo atividades antioxidantes, antibacterianas (Candan et al.,
2003), antiinflamatdrias, antitumorais e antidiabéticas (Ali et al., 2017).

Essas propriedades estdo relacionadas aos compostos bioativos presentes na planta,
como &cidos fendlicos (acidos clorogénicos e dicafeoilquinicos), flavondides (apigenina,
luteolina e quercetina) e terpenos volateis (borneol, canfora, 1,8-cineol e camazuleno) (FAIKU,
2018). Tais caracteristicas fazem de A. millefolium uma alternativa viavel para aplicacdes na
inddstria farmacéutica, bem como na industria de alimentos, como conservante natural, com
potencial para substituir aditivos sintéticos (Bassolé; Juliani, 2012). Em busca de alternativas,
muitos pesquisadores tém se dedicado a identificar antioxidantes potentes e ndo toxicos
provenientes de fontes naturais, especialmente plantas comestiveis ou medicinais (Shameela,
2018).

A producdo excessiva de radicais livres pode causar danos oxidativos as biomoléculas
do corpo, como lipidios, proteinas e DNA (Aslanturk, 2013). No organismo humano, esses
radicais podem ser neutralizados por diversos mecanismos antioxidantes, tanto enzimaticos
quanto ndo enzimaticos. Quando esses mecanismos de defesa ndo sdo eficazes, o estresse
oxidativo pode danificar proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos. Substancias que
provocam danos no DNA celular sdo chamadas de genotoxinas (Srividya et al., 2013).

O dano ao DNA € uma das principais consequéncias do estresse oxidativo nas células.
Quando a reparagdo do DNA ndo consegue corrigir esses danos induzidos, a instabilidade
gendmica pode resultar em mutac6es, cancer, envelhecimento e diversas outras doencas (Sabahi
et al., 2018). Para combater esse estresse, 0 corpo humano conta com diversos mecanismos que
produzem antioxidantes, os quais podem ser gerados internamente ou obtidos externamente,
por meio da alimentacéo e/ou suplementos (Valko et al., 2006).

Além dos efeitos da oxidac¢do no organismo humano, pode também ocorrer a oxidacéo
em alimentos, uma questdo relevante na inddstria alimenticia, pois causa deterioracdes tanto

fisicas quanto quimicas, além de perdas nutricionais (Waraho et al., 2011). Esse processo leva



a alteracdo do sabor, ao surgimento de odores e sabores caracteristicos de ranco, o que pode
levar a rejeicdo do produto pelo consumidor e a sua degradacao (Shahidi; John, 2013).

Fora os efeitos quimicos, as doencas causadas por microrganismos também sao
consideradas um problema de satde publica, principalmente em decorréncia da contaminagéao
dos alimentos. Estima-se que 600 milhdes de pessoas adoecam anualmente devido a doengas
transmitidas por alimentos (DTHAS), resultando em 420.000 mortes, das quais 40% sdo em
criancas menores de cinco anos (Ministério da satde, 2022). enquanto a contaminacdo por
microrganismos patogénicos pode provocar DTHAS.

Os principais agentes etioldgicos incluem Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp., Bacillus cereus e Shigella spp. (Ministério da saude, 2023). Para minimizar
esses riscos, a industria de alimentos adota estratégias de conservacdo, como controle de
umidade, temperatura e oxigénio, além de aditivos sintéticos, como BHA e BHT. No entanto,
0 uso desses compostos tem sido questionado devido a potenciais efeitos adversos a salde,
incentivando a busca por alternativas naturais (Galvéo et al., 2008; Azevedo; Leonardi, 2018).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo quimica, atividade
antioxidante, inibicdo de producéo de éxido nitrico, antiproliferativa e antibacteriana do extrato

etandlico das folhas de A. millefolium.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.1. Material Vegetal

Foram coletadas folhas de Achillea millefolium no horto Medicinal da UNIPAR —
Umuarama - PR; regido noroeste do estado do Parana, Brasil, nas coordenadas S23° 46.225° ¢
WO 53°16.730°, altitude de 391m. A identificagdo botanica foi realizada e uma exsicata esta

depositada no Herbario Educacional da Unipar (H.E.U.) sob 0 n°® 1896.

2.1.2. Obtencéo do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium

As folhas foram secas em esteira a 35 °C, pulverizadas a uma granulometria de 850 pm.
O po6 obtido foi submetido ao processo de maceracdo dindmica com renovagdo do solvente
utilizando alcool etilico 96% (v/v) até o esgotamento do material vegetal. Em seguida, o filtrado
foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio (modelo Tecnal TE-211) a 40

°C, até a obtencéo do extrato etandlico.



2.2. ldentificacdo quimica do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao
(UHPLC-MS)

O extrato etandlico das folhas de A. millefolium (volume de injecdo de 5 pL) foi
analisado por espectrometria de massas - MS/UHPLC (Shimadzu modelo 8050 MS e NEXERA
X2 HPLC). As fases moveis: agua Milli-Q acidificada com acido formico 0,1% (A) e metanol,
grau MS, Merck (B) foram operadas em modo gradiente linear: 1-9 min (20% B), 10-15 min
(40% B) e 16-30min (10% B). A corrida foi realizada a 40°C por 20 minutos, utilizando uma
coluna C18 (5 pm, 150 x 4,6 mm, Shimadzu). O detector MS/MS foi operado em modo scan
por 15 min, monitorando os modos positivo e negativo para cada ion precursor, e suas
respectivas transicdes, que foram identificadas e otimizadas no modo multiple reaction
monitoring (MRM). A quantificacdo dos compostos detectados foi realizada utilizando o
Software Insight (Shimadzu), com base nas curvas analiticas (10 a 250 pg/L) dos seguintes
fenolicos: catecol, morina, isovanilina, &cido galico, quercetina, hidroxibenzaldeido,
naringenina, siringaldeido, acido clorogénico, acido siringico, &cido protocatecuico, &cido
vanilico, acido salicilico, vanilina, acido ferulico, acido p-hidroxibenzoico, naringina, acido p-
cumarico, &cido cafeico, aldeido coniferilico, acido sindpico, siringaldazina, catequina,
sinapaldeido, luteolina, rutina, teobromina, epicatequina, baicalina, crisina, acido quinico, acido
malico, kaempferol, cumarina, cafeina, acido resorcilico, acido nicotinico e acido fumarico
(Damido et al., 2024).

2.3. Determinacéo do teor de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu
(Souza de Sa et al., 2012). As amostras foram diluidas em metanol na concentracdo de 1,0
mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL. A solugdo reagente foi composta por 155 puL
da solucéo de Folin-Ciocalteu, 125 pL de solugdo de carbonato de sodio e 20 uL da amostra
diluida (1 mg/mL) em cada poco da microplaca. A mistura foi deixada em repouso na auséncia
de luz por 60 min e a leitura foi realizada em aparelho SpectraMax Plus®®* Microplate Reader
a 740 nm, em triplicata. A curva de calibragéo foi obtida pelo uso de dilui¢des de acido galico
(0-100 pg/mL). Os resultados foram expressos como g de equivalente de &cido galico
(EAG)/mg de amostra.
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2.4. Determinagéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado através do método colorimétrico com
cloreto de aluminio segundo Alves e Kubota (2013). Realizou-se a diluicdo do extrato em
etanol: agua (80:20 volumes/volumes) para obtengdo de concentra¢des que variaram de 1,0;
0,75; 0,50 e 0,25 mg/mL. Uma aliquota de 0,5 mL do extrato nas diferentes diluices foi
misturada a 0,5 mL de solugdo de cloreto de aluminio 2% (m/v) em etanol e mantida a
temperatura ambiente durante 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em aparelho
SpectraMax Plus384 Microplate Reader a 425 nm, em triplicata. Como controle analitico,
utilizou-se a solucdo de cloreto de aluminio. A concentracédo de flavonoides totais foi calculada
de acordo com curva padréo de quercetina (5 — 40 ug/mL) e os resultados foram expressos em

pg equivalentes de quercetina (EQ) por mg de extrato.

2.5. Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium
2.5.1. Atividade antioxidante pelo sistema de co-oxidacao B-caroteno/acido linoléico

A capacidade antioxidante do extrato etandlico das folhas foi avaliada em sistema
modelo de co-oxidagdo do P-caroteno/acido linoléico, segundo Rufino et al. (2006a) com
modificacOes. Este método avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidagdo do acido linoléico. Para preparar a solugdo sistema [-caroteno/acido linoléico,
foram adicionados em um erlenmeyer, 40 pL de &cido linoléico, 530 pL de Tween 40, 50 pL
da solugdo PB-caroteno 20 mg/mL e, para solubilizar, adicionou-se 1 mL de cloroférmio,
homogeneizou-se e, posteriormente, o cloroférmio foi evaporado com o auxilio do oxigenador.
Em seguida, adicionou-se a dgua tratada com oxigénio até obter uma absorbancia entre 0,6 nm
e 0,7 nm a 470 nm. Em uma microplaca com 96 pocos, foi adicionado em cada poco aliquotas
de 280 pL desta emulsdo e 20 pL do extrato etandlico nas concentracfes de 1,0; 0,75; 0,5 e
0,25 mg/mL. Em seguida, a placa foi colocada no aparelho SpectraMax Plus3 Microplate
Reader, sendo mantida a 40 °C, durante 120 minutos com leituras realizadas a cada 5 minutos,
e a absorvancia mensurada a 470 nm. Uma solucédo de trolox 0,2 mg/mL foi utilizada como
padrdo-referéncia. A atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibicdo da

oxidagéo (%).

2.5.2. Método de sequestro dos radicais livres DPPH
A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando o método do sequestro de radicais

livres do DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) descrita por Rufino et al. (2007), que se baseia em
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um ensaio fotométrico onde o radical livre DPPH que apresenta coloragdo roxa intensa em
solucéo alcodlica, se reduz em presenca de moléculas antioxidantes, formando o 2,2difenil-1-
picrilhidrazine. Um volume de 0,1 mL do extrato etanolico nas concentracdes de 1,0; 0,75; 0,5
e 0,25 mg/mL, foi adicionado a 3,9 mL de solucdo metandlica de DPPH. Para o controle
negativo utilizou-se 0,1 mL de metanol na solucdo de DPPH. Apds 30 minutos fez-se as leituras
das absorvancias das amostras a 515 nm, em espectrofotémetro UV/VIS (PerkinElmer). A
capacidade antioxidante total do extrato etandlico das amostras foram calculadas usando uma
solugéo padrdo de quercetina (60 uM), como referéncia de 100% (MOLYNEUX, 2004). A
partir de uma correlagdo entre absorvancia versus concentragdo da amostra antioxidante,
determinou-se a concentracdo da amostra antioxidante necessaria para reduzir 50% dos radicais
livres da amostra (ICso). A absorvancia do radical livre da mistura referente ao 1Cso foi obtida

por uma correlacéo entre absorvancia e concentragao do radical livre.

2.5.3. Método de reducdo do ferro (FRAP)

Este método foi descrito por Rufino et al. (2006b) e baseia-se na redu¢do do complexo
Fe3*-tripiridiltriazina para um complexo azul Fe*-tripiridiltriazina. Isto ocorre em pH &cido
pela acdo de um antioxidante doador de elétrons. Para o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) foram combinados 25 mL de tampé&o acetato (0,3 M), 2,5 mL de uma
solucdo aquosa de 2,4,6-Tris (2-piridil)-striazina (TPTZ - 10 mM), 2,5 mL de uma solucéo
aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de agua destilada. Para a reacdo de atividade
antioxidante, em uma microplaca de 96 pocos 10 uL. do extrato etandlico foram misturados a
290 pL do reagente FRAP em cada poco. A placa foi colocada no aparelho SpectraMax Plus3®*
Microplate Reader e mantida a 37 °C por 30 minutos. A variacdo da absorvancia foi lida a 595
nm. A percentagem de atividade antioxidante foi calculada em relacdo a uma curva padrdo de
sulfato ferroso (1000 uM).

2.6. Atividade Antioxidante Celular (AAC)

Para avaliar a atividade antioxidante celular do extrato etanolico, foram dissolvidos em
H20 e DMSO (dimetilsulfoxido) (50:50, 1 mL), a fim de se obter uma concentracao de 8 g/mL,
a partir da qual foram feitas diluicdes sucessivas com 2', 7'-diclorohidrofluoresceina (DCFH)
preparada com etanol e diluida com HBSS (50 uM), obtendo-Se as concentracGes a serem
testadas (32,5 - 2000 uM). Para o método da atividade antioxidante celular (CAA), foram
utilizadas culturas de células de macrofagos de camundongo (RAW 264.7). As células foram
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destacadas da caixa com um raspador de células e uma solucdo de 70.000 células/mL foi
preparada. Uma aliquota da suspenséo de células de macrofagos (300 L) foi transferida para
uma placa de 96 pocos de fundo transparente preto (SPL Lifesciences). As placas foram
incubadas por 48 horas nas condi¢gdes mencionadas em estufa com 5% de CO; a 37 °C e sob
atmosfera Umida, de forma a garantir adequada adesdo e multiplicacdo celular. Apds esse
periodo, 0 meio de crescimento foi descartado e as células foram lavadas com HBSS (2x, 100
uL), tratadas com diferentes concentragdes do extrato etandlico (200 uL; 32,5 - 2000 uM) e
incubadas por 1 hora (WOLFE; LIU, 2007).

2.7. Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa em células tumorais foi realizada em quatro linhagens de
células tumorais: AGS (adenocarcinoma gastrico), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), MCF-
7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma pulmonar). Também foi investigada a
acao do extrato etandlico em linhagem celular ndo tumorais utilizando as células VERO (célula
epitelial de macaco). Todas as linhagens foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, glutamina (2 mM), penicilina (100 g/mL) e estreptomicina (100
g/mL), com excecéo para as células Vero que foram mantidas no meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) médio suplementado com soro fetal bovino (10%), glutamina e
antibioticos. Os frascos contendo as culturas de células foram incubados em estufa contendo
5% CO2 a 37°C em atmosfera imida. As células foram utilizadas somente quando apresentaram
confluéncia de 70 a 80%. Uma massa conhecida do extrato etandlico (8 mg) foi dissolvida em
H>0 e DMSO (dimetilsulfoxido) na proporcao de (50:50), a fim de obter as solucdes de estoque
inicial com concentracdo de 8 mg/mL. A partir desta concentracdao foram realizadas diluicdes
sucessivas, obtendo as concentracdes do extrato etandlico que variaram de (0,125 - 8 mg/mL).
Cada uma das concentracdes do extrato (10 pL) foram incubadas com a suspensdo de células
(190 pL) das linhagens testadas em microplacas de 96 pogos por 72 horas. As microplacas
foram incubadas a 37°C com 5% CO, em atmosfera umida, apos verificar a aderéncia das
células. Todas as linhas celulares foram testadas em uma concentracdo de 10.000 células/poco.
Apbs o periodo de incubacao, as células foram ajustadas: O acido tricloroacético (TCA) (10%
p/v; 100 pL) foi previamente resfriado e as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C, lavadas
com agua e, apds secagem, foi adicionada uma solugdo SRB (0,057%, m/v; 100 pL),
permanecendo a temperatura ambiente por 30 minutos. Para remover o SRB néo aderido, as

placas foram lavadas trés vezes com uma solucdo de acido acético (1% v/v) e colocadas para
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secar a temperatura 37°. Finalmente, o SRB aderido foi solubilizado com Tris (10 mM, 200 pL)
e a absorbancia no comprimento de onda de 540 nm foi lida em um leitor de microplacas Biotek
ELX 800. Os resultados foram expressos em termos de concentracdo do extrato etandlico com
capacidade de inibir o crescimento celular em 50% - Glsg. Como controle positivo foi utilizado
a elipticina (Roriz et al., 2021).

2.8. Inibicdo da producéo de éxido nitrico

O extrato etandlico foi dissolvido em H20 e DMSO (50:50, 1 mL), para obter uma
concentracéo final de 8 mg/mL. A partir da qual foram realizadas dilui¢Ges sucessivas, obtendo-
se as concentracBes a serem testadas (0,125 - 8mg/mL). Macréfagos de camundongo da
linhagem celular RAW 264.7, obtido da DMSMZ- Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, foram cultivados em meio DMEM,
suplementado com soro fetal inativado por calor (SFB) (10%), glutamina e antibioticos, e
mantidos incubados a 37°C, com 5% de CO2 sob atmosfera umida. As células foram separadas
com um raspador de células. Em cada poco foi adicionada uma aliquota da suspensdo de células
de macréfagos (300 L) com densidade celular de 5 x 10° células/mL e proporcéao de células
mortas abaixo de 5% de acordo com o teste de exclusdo com azul de Tripan. As microplacas
foram incubadas por 24h nas condi¢fes previamente indicadas de forma a permitir adequada
aderéncia e multiplicacdo das células. Apos esse periodo, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes do extrato etanolico de A. millefolium (15 pL, 0,125 - 8 mg/mL) e
incubadas por uma hora, sendo a faixa de concentracdo testada de 6,25 - 400 ug/mL. A
estimulagdo foi realizada com a adigdo de 30 uL da solugdo de lipossacarideo - LPS (1 mL/mL)
e incubada por mais 24 horas. Dexametasona (50 mM) foi utilizada como controle positivo e
as amostras na auséncia de LPS foram usadas como um controle negativo. A quantificacdo do
Oxido nitrico foi realizada por meio do kit do sistema de reagentes Griess (solucfes de
nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e por meio da curva de calibracdo do nitrito (nitrito de
sodio 100 mM a 1,6 mM) preparada em placa de 96 poc¢os. O 6xido nitrico produzido foi lido
a uma absorbancia a 540 nm (leitor de microplaca ELX800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EUA) e por comparagdo com a linha de calibragéo padrdo. Os resultados foram
calculados através da representagdo grafica da porcentagem de inibicdo da producéo de oxido
nitrico versus concentracdo das amostras e expressos em relacdo a concentracdo do extrato

etandlico que causa a inibi¢do de 50% da producéao de 6xido nitrico - 1Cso (Silva et al., 2020).
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2.9. Atividade antibacteriana
2.9.1. Microrganismos e preparo do inoculo

As espécies bacterianas usadas na pesquisa foram Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 43893, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli New prov 0022, Enterobacter cloacae New prov 0083, Shigella
sonnei ATCC 25931, Bacillus cereus ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica subp. enterica Typhi ATCC 19214, Listeria monocytogenes ATCC 7644.
Os microrganismos foram provenientes do Laboratério de Biotecnologia de Produtos Naturais
da Universidade Paranaense.

Para 0s ensaios, as células bacterianas foram cultivadas em meio de cultura agar Muller-
Hinton por 24 horas a 35 °C. A concentra¢do do in6culo foi ajustada de acordo com a escala
0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™!) em solucdo salina estéril (0,85%) e verificada em
absorbancia a 625 nm em espectrofotdmetro (Spectra Max Plus). Posteriormente, a suspensao
foi diluida 1:10 em caldo Mueller-Hinton para obter densidade celular de 1,5 x 10’ UFC mL™,

e 0 indculo foi utilizado nos ensaios.

2.9.2. Atividade antibacteriana pelo método de microdiluicdo em caldo

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada microrganismo frente
ao extrato etandlico foi realizada por meio da técnica de microdiluigdo em serie (CLSI, 2015)
usando microplacas de 96 pocgos, modificada para produtos naturais. O extrato etandlico foi
avaliado nas concentracdes de 20 a 0,039 mg/mL dissolvidas em Tween 80 a 2 %, em um
volume total de 100 pL da solug@o (meio de cultura e amostras). Apos a diluicdo seriada, 50
pL do inéculo (padronizado conforme item 2.5.1) foi adicionado a cada pogo e submetido a
incubacdo por 35 °C por 24 h. A leitura foi realizada com a adi¢do de 20 pL de revelador 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada poco seguida de incubacdo das
microplacas a 37° C por 20 min. A CIM foi definida como a menor concentracdo que resultou
na inibicdo da multiplicacdo visual. O sorbato de potéssio foi usado como controle de padréo
comercial, dissolvidos em agua destilada estéril e analisados nas concentracfes de 100 a 0,39
mg/mL. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada pelo subcultivo de 10 puL
de cada poco negativo e do controle positivo em agar nutriente. As placas foram incubadas a

35 °C por 24 h e realizadas a leitura.
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2.9.3. Avaliacéo antibacteriana da combinacdo de extrato etandlico das folhas de Achillea
millefolium e sorbato de potassio

Para verificar o efeito da combinacdo, avaliou-se a combinacdo de 50% de sorbato de
potéssio e 50% de extrato etandlico de A. millefolium. Os ensaios foram realizados pelo método
de microdiluicdo em caldo de acordo com a metodologia descrita no item 2.7.2. Com a
combinacéo, o sorbato foi avaliado na concentracdo de 100 a 0,098 mg/mL e o extrato etandlico
foi avaliado na concentracdo de 20 a 0,039 mg/mL. Para a dilui¢do do extrato em agua foram
adicionadas 2% de tween 80.

As bactérias avaliadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 43893, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli New prov 0022, Enterobacter cloacae New prov 0083, Shigella sonnei ATCC
25931, Bacillus cereus ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
entérica sorovar Typhi ATCC 19214, Listeria monocytogenes ATCC 7644. Para avaliar a
concentracdo bactericida da combinacdo entre as substancias, também foi avaliado conforme a

metodologia no item 2.7.2.

3. Anélise Estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey
(P <0,05) pelo programa SISVAR 4.3.

4. RESULTADOS
4.1. Composicao quimica

Os resultados da composicdo quimica do extrato etandlico de A. millefolium por
UHPLC-MS estdo apresentados na Tabela 1. Foram identificados 16 compostos no extrato
etandlico, sendo o0s majoritarios &acido clorogénico, acido protocatecuico, &cido p-

hiroxibenzoico, vanilina, rutina e acido quinico (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢do quimica do extrato etanolico das folhas de Achillea millefolium por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo
(UHPLC-MS).

Composto Média ug/g Desvio Padréo CVv
Isovanilina 52,355 1,997 3,81
Hidroxibenzaldeido 34,013 1,047 3,08
Seringaldeido 16,190 0,503 3,10
Acido Sinapico 16,976 1,235 7,28
Acido clorogénico >1300 138,495 2,27
Cumarina 9,373 0,812 8,67
Acido nicotinico 29,520 0,205 0,70
Acido Siringico 34,175 2,760 8,07
Cafeina 18,610 0,746 4,01

Acido Protocatecuico 127,100 0,543 0,43
Acido p-hiroxibenzoico 259,915 12,479 4,80
Vanilina 1210,254 55,949 4,62
Acido p-cumarico 12,070 0,124 1,03
Acido cafeico 8,522 0,886 10,40
Rutina > 1300 96,225 1,94

Acido quinico > 1300 108,298 0,73

4.2. Fendis, flavonoides totais e atividade antioxidante

O teor de fenois foi de 61,56 mg para 1 mg/mL, 33,14 mg para 0,75 mg/mL, 15,87 mg
para 0,50 mg/mL e 2,54 mg para 0,25 mg/mL, respectivamente.

O teor de flavonoides foi de 130,73 mg para 1 mg/mL, 151,02 mg para 0,75 mg/mL,
156,06 mg para 0,50 mg/mL e 182,60 mg para 0,25 mg/mL, respectivamente.

O extrato etanolico de A. millefolium mostrou potencial antioxidante pelo método
DPPH, com ICsg de 0,959 % 0,001 mg/mL e o controle quercetina de 0,010 = 0,001 mg/mL.
Para 0 método FRAP, o extrato etandlico apresentou 1,35 uM Fe?*/mg de amostra e Trolox
como padrdo apresentou 9,175 + 0.001 mg/mL.

Em rela¢do ao método B-caroteno/acido linoleico (Tabela 2), na concentracdo de 1,0
mg/mL, o extrato etandlico teve atividade de 55,17%, apenas 21,64% menor que o controle
trolox (76,81%).
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Tabela 2. Teor de fendis totais (g) equivalente de acido galico (EAG)/mg, teor de flavonoides
totais equivalente de quercetina (EQ/mg) e atividade antioxidante (%) do extrato etanolico das

folhas de Achillea millefolium pelo sistema de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoleico.

Concentracoes
(mg/mL)
1,00 0,75 0,50 0,25
Fendis totais 62,06 + 0,252 35,46 +0,16° 15,87 £ 0,48° 2,34 + 0,401

Flavonoides 130,73 +2,19% 151,02 +11,21%> 156,06 +11,88% 182,60 + 20,49°
totais

Atividade

antioxidante 55,17 + 6,992 54,49 + 5,382 50,30 + 7,932 43,32 + 7,252

beta caroteno
Os valores sdo a média + desvio padrdo do experimento realizado em triplicata. A analise
estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA), e as diferencas entre as médias
determinadas pelo teste de de Tukey (p <0,05). Valores na mesma coluna com diferentes letras
maiusculas séo significativamente diferentes (p < 0,05); Valores na mesma linha com diferentes
letras minusculas séo significativamente diferentes (p < 0,05); Controle positivo: Trolox (0,2
mg/mL): 76,81 + 3,73.

Em relacdo a atividade antioxidante celular (Tabela 3), o extrato etandlico apresentou
76% de inibicdo, ja a quercetina apresentou 96%, dessa forma o extrato etandlico apresentou

17% menor atividade antioxidante celular que quercetina.

Tabela 3. Atividade antioxidante celular do extrato etandlico das folhas de Achillea

millefolium.
Amostra Concentracdo (ug/mL) % maxima de inibi¢ao
Extrato etandlico 2000 76%
Quercetina 2000 93%

Na atividade anti-inflamatoria, o extrato etandlico apresentou acdo inibidora da
producdo de dxido nitrico com 111 mg/mL. Em relacdo as células tumorais, apresentou ICso de
201 a 250 mg/mL, sendo inferior quando comparado ao controle elipticina, porém o extrato
trata-se de uma mistura complexa de compostos, diferindo de quando se analisa uma substancia
padrdo pura. Para células VERO, esses resultados s@o interessantes, pois mostra que nao
apresentou atividade antiproliferativa celular para célula ndo tumoral (Tabela 4), mostrando a

possibilidade de aplica¢Ges para esse extrato.
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Tabela 4. Inibicdo de 6xido nitrico e antiproliferativa do extrato etandlico das folhas de
Achillea millefolium.

Extrato etandlico Controles
IC%, mg/mL
Inibicéo de 6xido nitrico (I1Cso, pg/mL) Dexametasona
RAW 246.7 111+8,0 6,3+0,4
Atividade antiproliferativa (Glso, indice de Ellipticina
pg/mL) Seletividade (IS)
AGS 201+4,0 1,61 1,23+0,03
CaCo2 234 +8,0 1,38 1,21 +0,02
MCF-7 250+ 12,0 1,29 1,02 + 0,02
NCI-H460 248 + 18,0 1,30 1,01+£0,01
Vero 324 + 28,0 - 1,41 +0,06

4.3. Atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana para a concentracdo inibitéria minima (CIM)
e da concentracdo minima bactericida (CBM) do extrato etandlico das folhas de A. millefolium,
do controle sorbato de potassio e do sinergismo entre o extrato etandlico e sorbato de potassio
para a concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo minima bactericida (CBM)
estdo apresentados na tabela 5. Os resultados da CBM do extrato etandlico apresentaram
resultados similares aos descritos para CIM, mostrando que ambos apresentam 0S mesmos
valores para as respectivas bactérias.

Para L. monocytogenes, o valor de CIM e CBM do sorbato de potassio foi de >50,00
mg/mL para 10,00 mg/mL, mostrando que a acdo em combinacdo contribuiu para uma reducéo
na concentracao.

Os valores de CIM e CBM mostram que a combinagdo dos compostos (extrato etandlico
e sorbato de potéssio) apresentou maior atividade antibacteriana para E. coli (1,25 mg/mL), P.
aeruginosa (5,00 mg/mL) e S. enterica Typhi (10,00 mg/mL) quando comparado ao extrato
etandlico isolado.

Quando analisado para o sorbato de potassio isolado, a maior atividade antibacteriana
da combinagédo foi para E. coli (1,25 mg/mL), P. aeruginosa (5,00 mg/mL), S. Typhi, L.
monocytogenes e S. aureus ATCC 25923 (10,00 mg/mL). Esses resultados mostram a
potencialidade, para utilizagdo do sorbato de potassio em combinagdo aos compostos naturais,

exceto S. aureus, pois manteve o valor de CIM.
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Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo minima bactericida (CMB)
do extrato etandlico das folhas de Achillea millefolium, controle positivo sorbato de potassio e
sinergismo (extrato etandlico e sorbato de potéassio).

Bactérias Extrato Sorbato de Sinergismo
Etanolico(mg/mL) potéassio (Extrato etandlico
(mg/mL) e sorbato de
potassio)
CIM CIM CIM
cBM cBM CcBM
Staphylococcus aureus 10,00 £ 0,002 50,00+ 0,00° 10,00 £ 0,002
ATCC 25923 10,00 + 0,002 50,00+ 0,00° 10,00 £ 0,002
Pseudomonas >40,00 50,00+ 0,002 5,00 + 0,002
aeruginosa ATCC >40,00 50,00+ 0,002 5,00 £ 0,002
27853
Shigella sonnei 20,00 + 0,002 >50,00 -
ATCC 25931 20,00 + 0,007 >50,00 -
Escherichia coli >40,00 6,25 + 0,002 -
New prov 0022 >40,00 6,25 + 0,002 -
Bacillus cereus 10,00 +0,00? 50,00+ 0,00° -
ATCC 12228 10,00 £0,00? 50,00+ 0,00° -
Listeria monocytogenes 10,00 + 0,002 >50,00 10,00 + 0,002
ATCC 7644 10,00 + 0,002 >50,00 10,00 £ 0,002
Salmonella Typhi 40,00 £ 0,002 >50,00 10,00 £ 0,002
ATCC 19214 40,00 £ 0,002 >50,00 10,00 £ 0,002
Staphylococcus aureus 2,50 + 0,002 10,00+ 0,00° 10,00 + 0,00°
ATCC 29213 2,50 + 0,002 10,00+ 0,00° 10,00 + 0,00P
Escherichia coli 40,00 + 0,00° 12,5 +0,00P -
ATCC 43893 40,00 + 0,00° 12,5 +0,00P -
Enterobacter cloacae >40,00 >50,00 -
New prov 0083 >40,00 >50,00 -
Escherichia coli 20,00 + 0,00P 12,5 +0,00P 1,25 + 0,002
ATCC 25922 20,00 + 0,00P 12,5+ 0,00 1,25+ 0,002

Os valores sdo a média + desvio padrdo do experimento realizado em triplicata. A analise
estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA), e as diferencas entre as médias
determinadas pelo teste de Tukey. Valores na mesma linha com diferentes letras séo
significativamente diferentes (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram identificados 16 compostos no extrato etanolico das folhas de
A. millefolium, sendo os majoritarios acido clorogénico, acido protocatecuico, acido p-
hiroxibenzoico, vanilina, rutina e &cido quinico, por cromatografia liquida de ultraeficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (UHPLC-MS) (Tabela 1). Até o
momento, ndo foram encontrados estudos semelhantes sobre a composi¢ao quimica do extrato
etanolico (96%) de A. millefolium pelo mesmo método de extracdo e identificacao.

Gawel-Beben et al. (2020) identificaram compostos fenolicos como trés isdbmeros do
acido cafeoilquinico (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA), cinarina, &cido quinico, flavonoides como
quercetina e jaceidina, além de derivados de &cidos fenolicos, em extratos hidroglicélicos das
flores de Achillea millefolium. Por outro lado, Dolwitsch et al. (2016) relataram &cido cafeico,
quercetina, canferol e flavona em extrato etanolico (10%) das folhas de A. millefolium. Essas
diferencas refletem como a composi¢do quimica de extratos de A. millefolium é influenciada
por variaveis como o tipo de solvente, a parte da planta analisada e 0 método de extracéo.

Na avaliacdo da atividade antioxidante, o presente estudo destacou o potencial do
extrato etandlico nos métodos DPPH e FRAP, embora com valores inferiores aos padrdes
utilizados. Estudos anteriores corroboram a importancia do solvente e da metodologia analitica
na determinacdo da capacidade antioxidante. Adil et al. (2024) demonstraram que 0s extratos
metanolico e cloroférmico de A. millefolium apresentaram alta atividade antioxidante pelo
método DPPH, com 84,21% e 78,94% de inibicdo, respectivamente, a 300 mg/mL apds 90
minutos, sendo o extrato metandlico mais eficaz, mas ainda inferior ao padrao acido ascorbico
(88,72%). No presente trabalho a concentracdo que inibiu 50% pelo DPPH foi de ICso de 0,959
+ 0,001 mg/mL.

Em contrapartida, o método B-caroteno/acido linoleico, indicou que o extrato etanolico
do presente estudo pode ser considerado com atividade antioxidante intermediaria, com
inibicdo entre 40% e 70%, segundo o0s critérios de Hassimotto, Genovese e Lajolo (2005). Esses
resultados destacam a necessidade de diferentes métodos para uma avaliagdo mais abrangente

das propriedades antioxidantes.

O teor de fendis presentes no extrato etandlico de A. millefolium foi de 61,56 mg para 1
mg/mL, 33,14 mg para 0,75 mg/mL, 15,87 mg para 0,50 mg/mL e 2,54 mg para 0,25 mg/mL,
respectivamente. Ja o teor de flavonoides totais foi de 130,73 mg para 1 mg/mL, 151,02 mg
para 0,75 mg/mL, 156,06 mg para 0,50 mg/mL e 182,60 mg para 0,25 mg/mL, respectivamente.

Flavonas como luteolina-7-O-glucosideo e luteolina, compostos fenolicos predominantes na
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fracdo precipitada de A. millefolium, séo descritas como potentes agentes antioxidantes. N&o
apenas compostos fenolicos, mas também o extrato de A. millefolium, as fracGes separadas e
alguns 0leos essenciais estdo envolvidos em sua capacidade anti-inflamatdria (Villalva et al.
2022). A luteolina foi um dos flavonoides encontrados nas folhas, composto bioativo que possui
acdo antioxidante. Devido a essa acao, esses compostos protegem as células contra os efeitos
danosos dos radicais livres. O uso frequente de preparacdes e alimentos ricos nessas substancias
pode, portanto, ser benéfico a salde uma vez que elas séo capazes de neutralizar os radicais

livres e prevenir varias doengas (CEPLAMT, 2016).

Em relacéo a atividade antibacteriana, o extrato etandlico apresentou CIM de 10,00
mg/mL contra S. aureus ATCC 25923, L. monocytogenes, S. Typhi e S. aureus ATCC 29213.
Esses resultados sdo consistentes com Grigore et al. (2020), que relataram atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico de A. millefolium contendo flavonoides expressos
como rutina, &cidos polifendlicos carboxilicos, como acido cafeico, saponinas triterpénicas
(determinados espectrofotometricamente), contra S. aureus ATCC 25923.

De maneira semelhante, Rasha (2011) relatou que o extrato alcodlico e aquoso de flores
de mil-folhas demonstrou um amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo avaliado por
meio do teste de difusdo em disco de Kirby-Bauer contra diversos microrganismos em
diferentes concentracdes. O extrato alcoodlico apresentou o maior efeito inibidor, com zonas de
inibicdo de 30 mm contra Pseudomonas aeruginosa e 24 mm contra Staphylococcus aureus,
superando o antibiotico padréo ciprofloxacina (5 pg/ml), que exibiu zonas de 26 mm e 22 mm,
respectivamente. Além disso, as concentragdes inibitorias minimas (CIM) do extrato alcodlico
para 0s microrganismos sensiveis foram: 50 mg/ml para Pseudomonas aeruginosa e 100 mg/ml
para Staphylococcus aureus.

Segundo Villalva et al. (2022) o extrato de A. millefolium e suas fracGes demonstraram
eficacia na inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori, sendo que as fragdes separadas
tiveram uma contribuicdo mais significativa para a atividade antibacteriana dos extratos.
Especificamente na A. millefolium, os principais compostos volateis identificados, como
canfora, borneol e cetona de artemisia, também se mostraram eficazes na inibicdo do
crescimento dessa bactéria. Embora a resposta bioativa possa variar conforme a cepa de H.
pylori, este estudo confirmou que A. millefolium e suas fragbes atuam como agentes
antioxidantes, anti-inflamatorios e antibacterianos, independentemente das caracteristicas da

cepa utilizada.
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Conforme relatado por Yildirim et al. (2023), A. millefolium demonstrou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 12600, Bacillus subtilis ATCC 6051,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella
typhimurium ATCC 25241 e Escherichia coli ATCC 11775. O estudo avaliou essas seis cepas
bacterianas por meio do método de difusdo em disco, empregando discos de papel filtro de 6
mm.

Adil et al. (2024) identificaram compostos como apigenina, acido cafeico, quercetina e
rutina, os quais podem contribuir significativamente para a acdo antibacteriana de A.
millefolium. De acordo com Magnani et al. 2014, o &cido cafeico apresenta forte atividade
antioxidante, aumento na producdo de colageno e na prevencdo do envelhecimento precoce,
também apresenta atividade antimicrobiana, tornando-o uma substéancia adequada e promissora
no tratamento de doencas de pele.

Yi et al. (2024) avaliou a atividade antimicrobiana da rutina, que teve acgdo contra E.
coli ATCC 25922. O valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo
bactericida minima (CBM) foi de 0,125, respectivamente. A apigenina, juntamente com a
quercetina, rutina e outros flavonoides, tem sido associada a efeitos antivirais. Sua atividade
antiviral parece estar ligada a compostos ndo glicosidicos, sendo a hidroxilacdo na posicdo 3
um possivel requisito para essa acdo. Além disso, a apigenina também demonstrou propriedades
anti-inflamatorias (Salehi et al., 2019).

Embora o sorbato de potéssio seja amplamente utilizado como conservante devido a sua
eficacia contra bactérias, fungos e bolores, seu uso excessivo pode causar efeitos adversos a
saude, como alergias e dificuldades na absorcdo de nutrientes (Metachem, 2023). Estudos
consideraram que o nivel sem efeito adverso observado de 300 mg de acido sorbico/kg de peso
corporal/dia, obtido a partir de um estudo de toxicidade reprodutiva em duas geragdes de ratos,
pode ser usado para definir uma IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) grupal temporéria para o
sorbato de potéssio. Observou-se que a estimativa de exposicéo ao sorbato de potassio excedeu
a ingestdo diaria aceitavel temporaria de 3 mg/kg de peso corporal/dia para todos os grupos
populacionais, tanto em niveis médios quanto elevados (EFSA, 2015).

Estudos mostraram que o sorbato de potéssio, em altas concentragdes ou em
combinagdo com nitrito, apresenta um efeito genotoxico in vitro (Carocho et al., 2014). Além
disso, pesquisas adicionais indicaram que o sorbato de potassio puro pode causar irritacdo na
pele, nos olhos e no sistema respiratério (Magomya et al., 2020). Adwan et al. 2010 avaliou a

possivel interacdo in vitro entre o extrato etandlico das sementes de Rhus coriaria e
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medicamentos antimicrobianos conhecidos, incluindo cloridrato de oxitetraciclina, penicilina
G, cefalexina, sulfadimetoxina sodica e enrofloxacina. Os resultados deste estudo indicaram
uma reducédo na concentracdo inibitéria minima e uma potente atividade bactericida contra trés
cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes.

Com isso, 0 uso de combinagdes de compostos antimicrobianos pode potencializar a
atividade de conservacdo, ou reduzir a concentracdo inibitéria minima. Nesse contexto, o
extrato de A. millefolium surge como uma alternativa natural promissora, unindo propriedades
antibacterianas e antioxidantes que podem ser exploradas na conservacédo de alimentos.

Os resultados deste estudo reforcam o potencial de A. millefolium como fonte de
compostos bioativos com aplica¢fes tanto na industria alimenticia quanto na farmacéutica.
Além de consolidar sua eficicia antioxidante e antibacteriana, os achados ressaltam a
importancia de investigar mais detalhadamente os métodos de extragdo e as condi¢Oes de uso
para maximizar a eficacia dos compostos bioativos da planta em diferentes contextos

industriais.

6. CONCLUSOES

Conclui-se que a Achillea millefolium apresenta propriedades antioxidantes, agéo
inibidora da producéo de 6xido nitrico, atividade antiproliferativa, antibacteriana e eficacia em
sinergia com o sorbato de potassio promissoras, com potencial para substituir ou complementar
conservantes sintéticos na industria farmacéutica e alimenticia. A continuidade das
investigacOes, especialmente sobre os mecanismos de sinergismo e os efeitos em sistemas
complexos, pode consolidar seu uso industrial.

A caracterizacao por UHPLC-MS revelou a presenca de 16 compostos bioativos, sendo
os majoritéarios: Acido clorogénico, 4cido protocatecuico, acido p-hiroxibenzoico, vanilina,
rutina e acido quinico. Apesar do desempenho antioxidante inferior aos padrdes quercetina e
trolox em alguns métodos, a elevada atividade antioxidante celular destacam seu potencial. A
atividade antibacteriana demonstrou eficacia notavel da combinacdo do extrato etanolico e
sorbato de potassio, para 0s patdgenos alimentares. Esses achados sugerem que o extrato de A.
millefolium pode atuar como um conservante natural eficaz, com aplica¢@es potenciais tanto de
forma isolada quanto em combinacdo com conservantes sintéticos. Estudos futuros séo
necessarios para aprofundar os mecanismos de acdo e validar sua eficacia em matrizes

alimentares complexas.
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