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RESUMO

Stachys byzantina K Koch, cujo nome popular € peixinho-da-horta, € uma planta
alimenticia ndo convencional (PANC), e vem sendo mais utilizada para fins
alimenticios, destacando-se 0 seu uso ainda para fins medicinais. Apesar de seu
destaque recente, como planta alimenticia, informacbes importantes de suas
caracteristicas e propriedades no campo alimenticio necessitam de estudos e
comprovacdes. A presente pesquisa tem por objetivo determinar o perfil de acidos
graxos do oOleo bruto do extrato das folhas de Stachys byzantina, avaliar a
capacidade antimicrobiana e sua atividade anticancer. As folhas foram coletadas na
Horta Flor do Cerrado em Campo Grande, MS. O perfil de acidos graxos foi
determinado por analise cromatografica, a sua caracterizacao foi feita conforme os
indices de qualidade e identidade do 6leo bruto: indice de iodo, indice de acidez e
indice de peroxido. Os experimentos foram realizados em triplicata, analisados
estatisticamente e organizados em tabelas e graficos. Para avaliacdo da atividade
anticancer foi utilizado o ensaio de citotoxicidade com o corante SRB e para a
atividade antimicrobiana foi utilizado o teste de difusdo em disco e a determinacéo
da concentracédo inibitoria minima (CIM). Os resultados obtidos demostraram que o
6leo bruto é composto majoritariamente por acidos graxos poli-insaturados sendo o
acido alfa linolénico, acido linoleico e &cido palmitico, os seus principais
componentes. Na analise espectrométrica Uv-Vis 6leo bruto indicou a presenca de
tocoferdis, carotenoides e clorofila. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana n&o
apresentou inibicdo nas cepas testadas. Na atividade anticancer o 6leo bruto
demonstrou atividade nas células de U251 (glioma), B16F10 (melanoma) e MCF7
(mama) e ndo apresentou citotoxicidade nas células normais 3T3. Os demais
extratos testados apresentaram atividade B3 (extrato hidroetandélico) e B4 (extrato
hidroacetdnico) nas células B16F10 (melanoma), os extratos também néo
apresentaram citotoxicidade nas HUVEC (células humanas de cordao umbilical).

Descritores: Oleos de plantas. Lamiaceae. Agente Antineoplésico



ABSTRACT

Stachys byzantina K Koch, whose popular name is peixinho-da-horta, is an
unconventional food plant (PANC), and has been more used for food purposes,
highlighting its use for medicinal purposes. Despite its recent prominence as a food
plant, important information on its characteristics and properties in the food field need
studies and evidence. The present research aims to determine the fatty acid profile of
the crude oil from the extract of Stachys byzantina leaves, to evaluate the
antimicrobial capacity and its anticancer activity. The leaves were collected at Horta
Flor do Cerrado in Campo Grande, MS. The fatty acid profile was determined by
chromatographic analysis, its characterization was carried out according to the
quality and identity indices of the crude oil: iodine value, acidity index and peroxide
value. The experiments were performed in triplicate, statistically analyzed and
organized in tables and graphs. To evaluate the anticancer activity, the cytotoxicity
assay with the SRB dye was used and for the antimicrobial activity, the disk diffusion
test and the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) were used.
The results obtained showed that the crude oil is mainly composed of
polyunsaturated fatty acids, with alpha linolenic acid, linoleic acid and palmitic acid
being its main components. In the spectrometric analysis UV-Vis crude oil indicated
the presence of tocopherols, carotenoids and chlorophyll. In the evaluation of the
antimicrobial activity, there was no inhibition in the tested strains. In terms of
anticancer activity, the crude oil showed activity on U251 (glioma), B16F10
(melanoma) and MCF7 (breast) cells and did not show cytotoxicity on normal 3T3
cells. The other extracts tested showed B3 (hydroethanolic extract) and B4
(hydroacetonic extract) activity on B16F10 (melanoma) cells, the extracts also did not

show cytotoxicity on HUVEC (human umbilical cord cells).

Descriptors: Plant oils. Lamiaceae. Antineoplastic Agent
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1. INTRODUCAO

A alimentacdo da populacdo brasileira € uma preocupacdo latente, pois
levando em consideracdo seus principios deve garantir variedade de nutrientes e
alimentos seguros. Uma alimentac&o nutritiva e diversa esta diretamente relacionada
uma populacdo mais saudavel. Em decorréncia de uma alimentacdo empobrecida,
dados recentes indicam a elevacdo de doencas de doencas como obesidade,
hipertenséo e diabetes, exemplos de mudancas nos habitos da sociedade brasileira
(SEGALL-CORREA, MARIN-LEON, 2009)

As PANC (Plantas alimenticias ndo convencionais) sdo vegetais ou partes
deles: raizes, tubérculos, bulbos, rizomas, colmos, talos, folhas, brotos, flores, frutos
e sementes, que nao sao popularmente consumidos como alimento, mas que podem
passar a ser e com isso garantir as necessidades nutricionais necessarias a
populacdo. De acordo com estimativas consome-se 10% das quase 300 mil
espécies pelo mundo (KINUPP; LORENZI, 2014). Esse consumo perpassa por um
resgate alimentar, visto que algumas PANC s&o consumidas regionalmente ou por
populacdes mais tradicionais, habitos que se nao forem resgatados podem perder-
se (RANIERI, 2017).

Diante deste quadro, o peixinho-da-horta € uma das PANC que tem
apresentado uma boa aceitabilidade tanto no paladar quanto no seu cultivo. O
peixinho segundo estudos possui atividades biolégicas potenciais como atividade
antimicrobiana e anticancer. Seu consumo tem se ampliado no Brasil, sendo
encontrado em hortas organicas, supermercados e em cardapios de restaurantes
renomados. Estuda-lo torna-se necessario para que se possa conhecer seus
nutrientes, atividades bioldgicas, de forma a potencializar seu consumo (CASTRO;
DEVIDE, 2016; SILVEIRA, 2017).

Os acidos graxos (AG) sdo os principais componentes dos lipideos, tem
atuacdo essencial no organismo humano, nas células, vitaminas lipossollveis e
prevencao de doencas cardiovasculares (DAMODARAN; PARKIN, 2019). A maneira
de adquiri-los é através da alimentacgéo, investigar a quantidade e qualidade dos AG
encontrados no peixinho-da-horta é importante para reconhecer o potencial de seu
consumo.

Na literatura cita-se 0 uso dessa planta empanada e frita, € relatado também

um sabor que se assemelha ao do peixe, assim como seu formato. Tem sido
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utilizada também na forma de cha e adicionada a produtos de panificacdo (KINUPP;
LORENZI, 2014). Seu consumo é realizado como PANC, estuda-la pode garantir
mais seguranca aos seus consumidores. Determinar o perfil de acidos graxos do
peixinho-da-horta vai permitir compreender as suas propriedades bioldgicas,
nutricionais.

Este trabalho objetiva estudar as aplicacbes da Stachys byzantina K. Koch e
suas propriedades bioldgicas. O estudo se torna importante no sentido de contribuir
socialmente para a oferta de alimentos com qualidade nutricional a todos os
brasileiros, cientificamente apresenta propriedades promissoras como atividade
antioxidante e antimicrobiana e economicamente para valorizacdo de um produto
vendido por pequenos agricultores, agregando valor a um produto pouco consumido

comercialmente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentagcdo e PANC

O Brasil apresenta uma das mais abrangentes biodiversidades mundiais, por
isso estudar a flora € essencial para que se possa usar suas potencialidades com
consciéncia e sustentabilidade. Dito isso, as PANC compdem uma saida
fundamental para expandir a oferta de nutrientes e adequar a crescente procura por
alimentos organicos, por alimentacdo com funcdo nutracéutica, funcionais que
apresentam substancias com acdo antioxidante e outras propriedades bioativas que
podem ser encontradas nos vegetais (SIMONETTI; SIMONETTI; DE FARINA; 2021).

A alimentacdo é estudada ha muito tempo, especialmente quanto a sua
relacdo com a saude humana. Na década de 1980, no Japdo houve a definicdo do
gque seriam alimentos funcionais e nutracéuticos, e esses conceitos foram
aperfeicoados e difundidos pelo mundo. De maneira geral alimentos funcionais sao
alimentos que oferecem beneficios a saude, ndo sO pelos seus nutrientes
essenciais, mas também por apresentar em sua composi¢cdo, compostos bioativos
qgue funcionalmente, contribuem para o bem-estar e salde do individuo. Os
nutracéuticos seriam alimentos com caracteristicas funcionais que contém
compostos bioativos, de forma mais concentrada, e que podem ser consumidos,

com a finalidade de melhorar a saulde, por agregar em maior quantidade,
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substancias que poderiam ser adquiridas de alimentos (MARQUES; DA COSTA,
2022; SANTOS et al., 2019.).

Evidenciando que a alimentacdo é mais do que apenas nutricdo, o Guia
Alimentar para a populacdo brasileira (BRASIL, 2014) traz em seus principios, a
necessidade de respeitar a biodiversidade, a cultura e garantir um alimento nutritivo
e seguro. Os individuos tém direitos que sdo essenciais a vida, um deles € o direito
a uma alimentacdo adequada, ou seja, uma alimentacédo deve ter a capacidade de
suprir as necessidades sociais do individuo considerando a quantidade, a qualidade,
a diversidade e a seguranca microbiolégica e tecnoldgica dos alimentos que serao
consumidos (CERVATO-MANCUSO; GOMES, SILVA; 2018).

Uma maneira de elevar a disponibilidade suficiente de alimentos de qualidade
para a sociedade, significa necessariamente a diversificacdo da alimentagéo e dar
valor a producédo local. Dessa forma, pode-se destacar que as mudancas nos
padrées de consumo Sao importantes, para que a conservacdo da
agrobiodiversidade, autonomia e preservagdo da cultura local sejam promovidas
conjuntamente. Elevar a visibilidade da importancia das PANC para a
sustentabilidade dos sistemas de producdo de base ecoldgica deve ser uma
finalidade das pesquisas realizadas nessa area (FONSECA et al., 2018).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), o
cultivo de hortalicas ndo convencionais se encontra restrito a agricultura familiar;
dessa forma estudos nessa area se tornam necessarios tanto para a manutencao,
quanto para comprovacao cientifica das propriedades benéficas desses vegetais. E
importante ressaltar ainda que o Brasil apresenta uma elevada extensibilidade
territorial, o que permite amplificar os estudos sobre as diferentes PANC,
incentivando o trabalho de resgatar as praticas culturais de cultivo no sentido de

evitar a extincdo de algumas espécies (BRASIL, 2010).

2.2 A Stachys byzantina K. Koch (peixinho-da-horta)

A espécie vegetal Stachys byzantina, conhecida popularmente como
peixinho-da-horta (lambarizinho, lambari-de-folha, orelha-de-coelho, orelha-de-lebre)
é originaria da Turquia, Asia e Caucaso; pode ser encontrada em regides de clima
ameno, com temperaturas entre 5 e 30 °C e é pertencente a classe Magnoliatae,

subclasse Asteridae, familia Lamiaceae. No Brasil, seu cultivo é observado nas
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regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Trata-se de uma herbacea perene, atingindo
cerca de 30 cm de altura e formando touceiras com dezenas de propagulos. Por ser
uma planta rustica, apresenta poucas exigéncias, € bastante tolerante ao ataque de
pragas e doencas. As folhas podem ser colhidas a partir de 60-70 dias, conforme
elas atinjam tamanho superior a 8 cm, podendo alcancar facilmente 15 cm (BRASIL,
2010; LORENZI; KINUPP, 2014).

No Brasil, a utilizagdo de plantas no tratamento de doencas € historica sendo
influenciada pelas culturas africana, indigena e europeia (DA CRUZ MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017). A Stachys byzantina apesar de ndo ter comprovacdes
cientificas confirmadas sobre sua funcéo terapéutica é utilizada pela populacéo para
afeccdes dos pulmdes, asma, bronquite, dores: na barriga, no corpo, na garganta,
gripe, resfriado, prostata e pneumonia (BADKE et al.,, 2012). Em outra pesquisa
realizada no Ird destaca-se que a mesma planta é usada baseada em evidéncia
para atividade tripanocida e antimicrobiana, eficaz em tumores genitais, esclerose do
baco, tumores inflamatérios e Ulceras cancerigenas. Tem se destacado ainda pelo
seu potencial antioxidante elevado (HAJIMEHDIPOOR et al.,, 2014; FLYNN et al.,
2019) e significativa atividade antimicrobiana (SAEEDI et al., 2008).

Um dos pontos a serem avaliados na presente pesquisa diz respeito aos
acidos graxos. Em estudo realizado no Ird Khanavi (2003), realizou-se a extracao de
Oleos essenciais da Stachys byzantina e foram encontrados vinte e quatro
componentes, representando 88,5% do total do 6leo, dos quais sesquiterpenos a-
copaene (16,5%), espatulenol 16,1%), B-cariofileno (14,3%) e B-cubebene (12,6%)
foram o os componentes principais, sabe-se que o clima, o solo e outros fatores
influenciam na composicdo quimica dos vegetais, portanto sera possivel uma
comparagao.

Em estudo realizado por Demirtas et al. (2013), avaliaram-se as atividades
antiproliferativas de glicosideos isolados de flavona e &cidos graxos de Stachys
byzantina, em trés linhagens celulares: C6, Hela e Vero. Recomendaram-se ensaios
mais sofisticados com o intuito de identificar mais amplamente os aspectos de
avaliacdo da capacidade antiproliferativa de compostos individuais, fracfes e acidos
graxos, bem como a eficacia e seguranca da Stachys byzantina.

Segundo Silva et al. (2018) a Stachys byzantina exibiu maior nivel fendlico
total em comparagcdo com outras espécies de plantas ndo convencionais, obteve

também valores mais baixos para os niveis de vitamina C, e manteve-se em nivel
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intermediario de atividade antioxidante. No estudo citado, o0 vegetal néo
convencional estudado obteve niveis nutricionais de vitaminas, minerais e fibras
superiores as médias descritas para a constituicdo nutricional de vegetais usuais da
alimentagdo humana.

Houve também comprovacdo das propriedades nutricionais presentes nas
folnas de Stachys byzantina, destacando-se os teores de carboidratos, fibras,
proteinas, potassio e ferro, o que contribuiria para a ingestdo diaria de aminoacidos
essenciais, e que elevaria a qualidade nutricional da alimentagcéo dos consumidores
desta planta (AZEVEDO, 2018).

O estudo sugere que a Stachys byzantina seja utilizada como composto para
o desenvolvimento de novos produtos alimentares, ofertando aos produtores que a
cultivam mais formas de desenvolvimento econdmico. Em relacdo a atividade
antimicrobiana e eficiéncia antioxidante, no extrato 50% de metanol e 70% de
acetona de folhas de Stachys byzantina, foi demonstrado que esses extratos
apresentaram-se como um aditivo natural propicio para elevar o tempo de prateleira
de itens alimenticios, segundo o autor. Ndo foi encontrada toxicidade na planta
estudada (AZEVEDO, 2018).

Investigar a presenca de acidos graxos e 0s percentuais presentes nas folhas
de Stachys byzantina se torna importante, visto que ha comprovacdes que o
consumo deles na alimentacdo exerce numerosos efeitos sobre diversos aspectos
fisiolégicos e do metabolismo. Entre eles: influenciar nas chances de evitar o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, tais como melhoria da funcéo
autonbmica, antiarritmico, diminuicdo da agregacdo plaquetaria e da pressao
arterial, melhora da funcéo endotelial, estabilizacdo da placa de ateroma e de
triglicérides (SANTOS et al., 2013).

No presente estudo serd extraido e analisado o 6leo bruto das folhas de
Stachys byzantina, importante frisar que € diferente de O6leo essencial e 6leo
refinado. Oleo essencial é, por definicdo, o produto obtido por destilagéo,
hidrodestilacao ou destilacdo por arrastamento de vapor, de uma planta ou das suas
partes, ou por um processo mecanico, sem envolvimento de calor, que decorre por
prensagem, ou picotagem, do fruto e seu arrastamento pela dgua. Uma vez extraido,
0 6leo essencial é separado da fase aquosa por um processo que nao envolva
alteracdo da sua composicdo, como, por exemplo, a centrifugacdo (Council of

Europe, 2010). A definicdo de Oleos refinados consiste em: O6leos vegetais
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submetidos a processos fisicos ou quimicos para retirada de fosfolipideos, esterdéis,
tocoferdis, hidrocarbonetos, pigmentos e outros componentes nao gliceridicos
(ANVISA, 2020).

Figura 1: Concentracdo em rotaevaporador do 6leo bruto da Stachys byzantina

2.3 Acidos graxos

Acidos graxos s@o os principais componentes dos lipideos, sua composi¢io
contém uma cadeia alifatica e um grupo acido carboxilico. A maior parte dos acidos
graxos de ocorréncia natural possui niumero par de carbonos em uma cadeia linear,
devido ao processo biolodgico de alongamento da cadeia, em que dois carbonos sao
adicionados a cada vez. Na natureza a maioria dos AG apresenta entre 14 e 24
carbonos. Os AG habitualmente sdo classificados como saturados e insaturados,
sendo que os insaturados apresentam ligacées duplas (DAMODARAN; PARKIN,
2019).

Com a presenca de compostos benéficos para a saude em odleos, seu
consumo estd em crescente demanda devido ao interesse dos consumidores em
prevenir doencas e promover saude através da melhora da dieta. Esta composi¢céo
benéfica abarca fendlicos, carotenoides, tocoferdis, antioxidantes e composicao
especial em &cidos graxos, como alto contelddo de mono e poli-insaturados
(PEREIRA, 2017; SANTOS et al., 2019). Determinados &cidos graxos insaturados

causam efeitos especiais no organismo vivo e sdo denominados de acidos graxos
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essenciais. Estes acidos graxos ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano
e, assim, necessita-se que sejam obtidos através dieta, visto que sdo essenciais a
vida. Sdo categorizados em dois tipos de &cidos graxos essenciais, a séerie dos
acidos graxos 6mega-6 (n-6), derivada do acido cis-linoléico, e a série dos 6mega-3
(n-3), derivada do acido a- linolénico (DAS, 2006). Os dmegas-6 e 6mega-3 reduzem
a concentracdo de lipoproteinas de baixa densidade no sangue, sendo que 0s
acidos n-3 também diminuem os niveis de triglicerideos plasméticos. Do mesmo
modo, estes 4cidos graxos se incorporam as membranas celulares, combinando-se
com fosfolipidios, onde sdo precursores de eicosanodides, 0s quais interferem em
inimeros processos fisiologicos tais como a coagulacdo sangilinea, processos
inflamatorios e imunologicos (MORAES et al., 2006).

As principais fontes de acidos graxos Omega-3 s&o compreendidas por: acido
docosahexaenoico (DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA), de origem marinha e
alfalinolénico (ALA) de origem vegetal

AGs séo cadeias de carbono que apresentam um grupo metil em uma
extremidade da molécula (designado 6mega) e um grupo carboxila na outra
extremidade (Figura 2) (RUSTAN; DREVON, 2005).

Figura 2 - Estrutura basica dos acidos graxos. A nomenclatura sistematica para descrever os acidos

graxos esta relacionada ao final de metil 6mega (0J), que é usada para descrever a posicao das
ligacBes duplas do final do acido graxo. Pode-se substituir a letra (1 por n.

CH,

HsC——(CHay)n CH,——COOH
Q)] o

Fonte: RUSTAN; DREVON (2005).
A representacdo abaixo (Figura 3) demonstra as principais estruturas dos

acidos graxos encontrados na natureza considerando a presenca, auséncia e o
namero de ligacdes duplas (ELST et al. 2014; SAINI; KEUM, 2018).
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Figura 3 - Estrutura dos principais acidos graxos encontrados na natureza.

! ! !
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- o w—m7 T o
/\M/\/\M)LOH W\/:\/\/“\J\,JI\UH
Acido palmitico (C16:0) 0 w—w7T Acido palmitoleico (C16:1, Cis n-7) o
H eI~
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w—m9 o
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- Q
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0 - - H
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®m—m3 (acido-alfa-linolénico, AAL,; C18:3, n-3 © — — — H
— — — — — OH Todos-cis-6,9,12-dcido octadecatrienoico
cido- <linclenico, AGL, C18:3, n-6
Todos-cis-5,8,11,14,17-4cido eicosapentaenoico (EPA; C20:5, n-3 O—>f cide-gamadlinolenico, AGL, i P
o]
m—)mS_____ T T OH
Todos-cis-5,8,11,14-4dcido eicosatetraencico
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Todos-cis-4,7,10,13,16,19-acido docosahexaenoico (DHA; C22:5, n-3 Todos-cis-4,7,10,13,16-acido docopentaencico (ADP, C22:5, n-6)

Fonte: Adaptado de ELST et al. (2014) e SAINI; KEUM (2018).

Os Acidos Graxos Saturados (AGS) sdo componentes especialmente
encontrados nas gorduras animais, manteiga, laticinios, ovos, carne bovina, banha,
visceras, 6leo de coco, palma e em menores porcentagens nos demais Oleos
vegetais (BOATENG et al. 2016).

Os Acidos Graxos Monoinsaturados (AGMI) apresentam-se na composicao
de produtos de origem animal (carne e laticinios) e em maior porcentagem nos 6leos
vegetais, destacando-se o acido graxo oleico, encontrado em 6leos de oliva, canola
e amendoim (ORSAVOVA et al. 2015; BRIGGS; PETERSEN; KRIS-ETHERTON,
2017).

Por Acidos Graxos Poli-insaturados (AGPI) essenciais entendem-se os AG
gue nao podem ser sintetizados pelo organismo humano, o que faz com que eles
precisem ser ingeridos através da alimentacdo. As familias que os constituem séo a
do acido a-linolénico (AAL) (w—3) e acido linoleico (AL) (w—6) (SAINI; KEUM, 2018).
Os AGPI podem ser encontrados nos oOleos de linhaga, canola, soja, girassol e milho
e nas folhas jovens de alface e moringa (SAINI; SHETTY; GIRIDHAR, 2014).
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Para o corpo humano, os acidos linoléico (18:2, n-6, AL) e alfa-linolénico
(18:3, n-3, AAL) desempenham funcdes essenciais em condicdes normais como
manter as membranas celulares, as fun¢des cerebrais e a transmissdo de impulsos
nervosos. Eles também fazem parte da transferéncia do oxigénio atmosférico para o
plasma sanguineo, da sintese da hemoglobina e da divisdo celular, sdo nomeados
como essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo a partir dos acidos
graxos provenientes da sintese (DA SILVA, 2018; SAINI et al., 2021).

A concorréncia entre os acidos da série n—6 com os da n—3 nos processos
fisioldgicos para producéo de eicosanoides para evitar doengas crénicas e visando a
manutencdo da saude levou a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a recomendar
a propor¢cdo em razao que se deve consumir we:w3 até 5:1, entretanto, as dietas em
paises ocidentais estdo em desacordo dessa recomendacao pelo alto consumo de
produtos industrializados ricos em acidos graxos Omega 6, que é essencial para o
organismo, mas que em altas concentracdes tendem a gerar um quadro de
inflamacéo crénica no individuo. Dito isso os individuos devem ser encorajados a
consumir mais alimentos ricos em n-3, como vegetais de folhas verdes, legumes,
peixes e outros frutos do mar (VAN DAEL, 2021; BENJAMIN et al., 2019, WHO e
FAO, 1995).

2.4 Ensaios de citotoxicidade

Importantes para a avaliacdo de agentes antineoplasicos, os testes de
citotoxicidade in vitro em cultura de células permitem verificar se houve inibicao da
proliferacdo de células neoplasicas. Sdo uma ferramenta importante durante a fase
de screening e tém abreviado o0s ensaios in vivo em animais. Séo utilizados também
como meétodos alternativos aos testes farmacolégicos em 6érgéos isolados (JAIN;
KHATANA,; VIJAYVERGIA, 2019).

Sao inimeras linhagens neoplasicas que podem ser utilizadas no estudo de
compostos com atividades anticancer, os efeitos sdo avaliados por parametros que
incluem, desde a morte celular, até a alteracdo de seu metabolismo (FRESHNEY et
al., 1994; KEAWPRADUB et al., 1999).

Diversas sdo as vantagens para utilizacdo do modelo de culturas de células
neoplasicas: condi¢cdes controladas para o estudo das reagfes celulares, teste com

amostras em concentracdo conhecida, no screening de drogas onde se fazem
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muitas replicatas e se testam inumeros compostos, a cultura de células é
economicamente menos custosa que os testes in vivo, reduzindo o uso de animais

em ensaios in vivo. (CINGI et al., 1991).

2.5 Propriedade antimicrobiana

Apesar dos antibidticos permitirem o tratamento de infecgbes antes mortais,
0S microrganismos desenvolveram resisténcia, o que levou a uma fase de
resisténcia antimicrobiana. Por conseguinte, as op¢des de tratamento antimicrobiano
tornaram-se limitadas e a necessidade de melhores antimicrobianos mais evidentes.
A busca de novos antimicrobianos, materiais de origem natural com propriedades
antimicrobianas (JORAHOLMEN et al., 2020)

O estudo realizado por Du et al. (2011) indicou correlacdo expressiva entre
atividade antimicrobiana e compostos polifendlicos totais considerados antioxidantes
naturais, especialmente com a efichcia contra alguns agentes patolégicos
gastrointestinais.

Em Azevedo (2018), a atividade inibitéria minima do extrato metandlico de
peixinho-da-horta foi maior contra as bactérias Staphylococcus aureus, seguida por
Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae.

Compostos fendlicos apresentam efeitos antimicrobianos. Assim, extratos de
frutas e vegetais tém sido incorporados em diversas formulagdes alimentares,
inclusive suplementos alimentares, peliculas e revestimentos comestiveis, tanto por
suas propriedades antioxidantes quanto por sua eficacia contra alguns patégenos de
origem alimentar, por seus efeitos saudaveis, mas também como conservantes de
alimentos (Du et al., 2011, Elfalleh et al., 2011).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o perfil de acidos graxos do 6leo bruto das folhas Stachys

byzantina e sua atividade anticancer e antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos
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a) Determinar a composicao centesimal das folhas de peixinho da horta

b) Determinar o perfil de acidos graxos do 6leo das folhas do peixinho;

C) Analisar a qualidade do 6leo por meio da UV-Vis;

d) Verificar a atividade antiproliferativa em linhagens neoplasicas;

e) Analisar a atividade antimicrobiana dos extratos etandlico,

hidroetandlico e hidracetdnico;

4. METODOLOGIA

4.1 Tipo, local e periodo da pesquisa

A pesquisa foi realizada nos laboratérios de Fisico-quimica, Biologia
molecular e Culturas celulares e Unidade de Tecnologia em Alimentos (UNITAL), da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo (FACFAN), e no
Instituto de Quimica (INQUI), todos localizados no campus de Campo Grande, na
UFMS. A pesquisa teve carater experimental, foi quantitativa e descritiva, pois
buscou a quantificacdo e caracterizacdo da Stachys byzantina e avaliacdo do seu

potencial antiproliferativo e antimicrobiano.

4.2 Matéria prima

As folhas do peixinho foram coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do
Sul na Horta Flor do Cerrado (coordenadas geogréficas: -20.519548, -54.749163)
As exsicatas foram levadas ao Laboratorio de Botanica da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul, para identificagdo da espécie (Figura 4).
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Figura 4 - Exsicata Stachys byzantina.

As folhas foram lavadas em agua corrente e sanitizadas com hipoclorito a uma
concentragédo de 200ppm. Posteriormente foram levadas para estufa com circulagao
de ar controlada a 40 °C por 48 horas. Apés secagem, as folhas foram moidas em
moinho TE-631(Tecnal), obtendo-se uma farinha que foi colocada em frasco ambar

hermético e conservada em congelador a —18 °C, para as analises posteriores.

Figura 5 - Obtencdo da farinha de peixinho da horta, em Moinho.

4.3 Composicao Centesimal das folhas de Stachys byzantina
4.3.1 Determinacao de Umidade

Método de perda por dessecacédo (umidade) — Secagem direta em estufa a

105° C. As amostras foram pesadas em triplicata aproximadamente 4 g, em capsula
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de porcelana, previamente tarada. Aquecida durante 3 horas e resfriadas em um
dessecador até a temperatura ambiente. Repetiu-se a operacdo de aquecimento e
resfriamento até o peso constante.
Calculo:

100 x N

p
N = n° de g em umidade (perda de massa em Q)

= umidade ou substancias volateis a 105° C por cento m/m

P = n°de g da amostra

4.3.2 Determinagéo de Cinzas

Método: Residuo por incineracdo — Cinzas. Amostra foi pesada, em triplicata,
em aliquotas de 3 g a 5 g em cadinho de porcelana, previamente aquecida em mufla
a 550°C, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. Os
cadinhos com amostras foram levados a mufla e incinerados a 550°C. Apés a
obtencdo de cinzas em mufla, os cadinhos foram resfriados em dessecador até a
temperatura ambiente e pesados.

Célculo:

100 x N

p
N =n° de g de cinzas

= cinzas por cento (m/m)

P = n°de g da amostra

4.3.3 Determinacao de Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo Método de Kjeldahl, em triplicata.
Pesou-se 0,1 g da amostra em papel de seda. Transferiu-se para o0s tubos
(papel+amostra). Foi adicionado 2 gramas da mistura catalitica e 3 mL de acido
sulfirico concentrado. A amostra foi aquecida na capela, até que tenha sido
realizada a etapa de digestdo. Apods esfriar foi realizada a destilacdo e
posteriormente a titulacao.

Calculo:

(Va—Vb)xFx0,1 x0,014 0x100
= NT
Pa
NT: teor de nitrogénio total na amostra, em porcentagem

Va: Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra, em mL



Vb: Volume de HCI gasto na titulacdo do branco, em mL
F: Fator de correcdo do HCI
Pa: massa da amostra, em gramas.

NTxFn = PB

PB: teor de proteina bruta na amostra, em porcentagem
Fn: 5,75

4.3.4 Determinacao de Lipidios

Para a determinacao do teor de lipidios foi utilizado o método de extracao
direta em Soxhlet, o experimento foi feito em triplicata.

Célculo:

100xN
P

N = n° de g lipidios

= Lipidios ou extrato etéreo por cento m/m

P = n°de g da amostra

4.3.5 Determinacao de Carboidratos

A determinacdo de carboidratos foi feita por diferenca.

Cb = 100 — %cinzas — %lipidios — %proteinas

4.4Extracao do 6leo
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A extracdo do oleo da farinha integral das folhas foi realizada por maceracéo

estatica e utilizando hexano como solvente. A cada 72 horas, o sobrenadante

formado foi recolhido para um frasco ambar e conservado no ambiente escuro e a

extracdo continuou até o sobrenadante tornar-se incolor. O Oleo bruto foi

acondicionado em frasco ambar em freezer a —18 °C para analises.

Apbs o processo de extracdo, a mistura solvente e o 6leo foram separados

em um evaporador rotativo em pressao reduzida e o 6leo extraido foi pesado (massa

N) para calcular o rendimento extrativo (RE).
Célculo do teor de 6leo nas folhas (rendimento extrativo — RE):

5 100xN
P
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Onde:
N = massa de Oleo extraido (g)

P = massa da amostra (folhas trituradas) (g)

4.5 Perfil de acidos graxos

Para determinacdo da composicdo em acidos graxos do 0Oleo de peixinho
extraido, realizou-se a esterificacdo dos acidos de acordo com a metodologia de
Maia e Rodriguez-Amaya (1993).

ApoOs metilacdo dos &cidos graxos, as amostras foram analisadas por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

As amostras dos ésteres (1mL) foram injetadas através de um amostrador
automéatico do Shimadzu AOC-20s + i na coluna Stabiwax (30 m de comprimento,
0,25 mm d.i., de espessura). A temperatura interna do forno foi programada a partir
de 60 °C (2 min) e em seguida aumentada a 10 °C min-1 para 200 °C (10 min), e
aumentado em 5 °C min-1para 240 °C (15 min). A temperatura de injeg&o foi 250 °C.

O gas hélio foi utilizado para o arraste.

Figura 6 - Esterificacdo do 6leo bruto da Stachys byzantina.

4.5 Analise do 6leo bruto quanto as suas caracteristicas

4.5.1 Determinacao do indice de acidez

Para determinacéo do indice de acidez foi utilizada metodologia de acordo com
Instituto Adolfo Lutz (2008).
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Foram utilizados 2,0 g de 6leo e 25 mL de mistura de solvente éter-neutro com
etanol na propor¢cédo de 2:1, sendo esta solucéo titulada com KOH 0,1M usando 1
mL de fenolftaleina como indicador até a coloracao rosa persistir por 30 segundos. O
indice de acidez foi determinado seguindo a equacéo (1):

Indice de acidez (mgKOH /g 6leo)

_ 56,1CV M
Peso do 6leo

Onde:

C—Concentragao de KOH usada;

V-Volume de KOH usado;

56,1-Peso molecular de KOH.

4.5.2 Determinacéo do indice do peroxido

A determinacdo do indice do perdxido foi realizada segundo American Oil
Chemists’ Society (AOCS, 1990).
Foram pesados 5,0 g de 6leo, 10 mL de cloroféormio e 30 mL de &cido acético (3:2),
agitando-se até a mistura se dissolver. Posteriormente adicionou-se 0,5 mL de
solucdo de iodeto de potassio (KI) e em seguida foram adicionados 30 mL de agua
destilada e titulados com tiossulfato de sédio a 0,1 N. A determinacdo do branco foi
realizada sem adicao do 6leo. O indice de peroxido foi calculado de acordo com a

equacao (2):

Indice de Peréxido (mEq/kg 6leo)
_ (A— B)NF1000
~ Pesodo bleo

(2)
Onde:

A-Volume de tiossulfato de sédio usado na titulagcdo da amostra;
B—Volume de tiossulfato de sddio usado na titulagdo do branco;
N—Normalidade de tiossulfato do sodio;

F—Fator da solucéo de tiossulfato de sédio.

4.5.3 Determinacéo do indice de iodo por céalculo
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O indice de iodo determinado por calculo aplica-se a analise de triglicerideos e
de acidos graxos livres e seus produtos hidrogenados. Este método determina o
indice de iodo de 6leos comestiveis diretamente da composi¢cdo de acidos graxos
insaturados obtidos a partir da analise por cromatografia em fase gasosa.
Procedimento — Apés a determinacdo da composicéo de acidos graxos da amostra
analisada por cromatografia em fase gasosa.
Célculos
(% &cido palmitoleico x 0,950) + (% acido oleico x 0,860) + (% &cido linoleico x
1,732) + (% acido linolénico x 2,616) + (% acido gadoleico x 0,785) + (% acido
erucico x 0,723) = indice de iodo dos triglicerideos
(% &cido palmitoleico x 0,990) + (% acido oleico x 0,8986) + (% &cido linoleico x
1,810) + ( % acido linolénico x 2,735) + (acido gadoleico x 0,8175) + (% &cido
erdcico x 0,7497) = indice de iodo dos acidos graxos livres
Nota: para 6leos com contetdo de matéria insaponificavel superior a 0,5% (ex.:

Oleos de peixe), o resultado tende a ser inferior ao determinado pelo método de Wijs.

4.5.4 Analise optica dos 0Oleos: absorcao UV-Vis e matriz de fluorescéncia de

emissao-excitacao

Os espectros de absorcdo UV-Vis foram coletados em um espectrometro
LAMBDA 265 UV-Vis (PerkinElImer®) entre 200 e 800nm, utilizando uma cubeta de
guartzo com 10mm de caminho oOptico e capacidade de 3,5 mL. A amostra de extrato
foi diluida em hexano grau espectroscépico (Vetec® > 99%) obtendo 3
concentracOes distintas, 0,02 g/L, 0,34 g/L and 1,03 g/L (Figura 7). Os espectros de
absorcdo UV-Vis foram coletados na faixa de 200-750 nm. Medicbes de
fluorescéncia dos 6leos foram realizadas em um espectrofluorébmetro (FS-2, Scinco,
Coréia). As matrizes de emissao-excitacao da fluorescéncia foram obtidas excitando
as amostras na faixa de 250 a 550 nm e recolhendo a emisséo entre 270 e 750 nm.

Todas as medicdes Opticas foram realizadas a temperatura ambiente.
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Figura 7 - Diluic6es do 6leo bruto para analise cromatografica UV-vis.

0,02 g/L 0,34 g/L 1,03 g/L

4.6 Obtencéo dos Extratos para atividade antimicrobiana e anticancer

As folhas de peixinho da horta (Stachys byzantina) foram secas em estufa
circulante por 48h a 37° C, ap6s a secagem foram moidas, formando uma farinha.
Com a farinha foram elaborados cinco extratos com quatro solventes diferente
sendo eles: extrato etandlico, extrato hidroetanodlico (30:70), extrato hidroaceténico
(20:80), extrato diclorometéanico e extrato hexanico.

Em diferentes solventes as farinhas de peixinho foram maceradas

separadamente a exaustdo durante 15 dias a temperatura refrigerada de 2015 °C,

sendo que o solvente foi trocado e filtrado com a utilizacdo de gazes estéreis a
cada 5 dias.

Apbs esse periodo, os solventes foram evaporados, para concentragcédo dos
extratos com a utilizacdo de rotaevaporador (Rotoevaporador R-3, BUCHI) a

temperatura de 3512 °C para eliminagéo total dos solventes, foram suspensos e

mantidos em frasco ambar, ao final todos os extratos foram armazenados sob
temperatura congelamento de -18 °C, conforme a FARMACOPEIA BRASILEIRA
(2010) e adaptacdes de Bittencourt-Junior et al. (2012) e Lima e Coelho (2013).

4.7 Avaliacao da atividade anticancer in vitro do 6leo da Stachys byzantina



31

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células neoplasicas: B16-F10
(ATCC - CRL-6475, melanoma murino), MCF7 (ATCC — HTB-22, carcinoma de
mama), 786-0 (ATCC - CRL-1932, carcinoma de rim) e HUVEC (células endoteliais
de cordédo umbilical de neonatos).

Também foi utilizada uma linhagem de células normais, NIH/3T3 (ATCC-CRL
1658, fibroblasto murino) adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro para a
determinacéo do indice de Seletividade (BEZIVIN et al., 2004; HOUGHTON et al.,
2007).

As células, que estavam armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C), foram
descongeladas em banho-maria a 37° C e transferidas para um tubo conico de
15mL, contendo 9mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) ou RPMI (Roswell Park Memorium Institute), ambos contendo os
antibiéticos Penicilina e Estreptomicina (1%) e Soro Fetal Bovino (SFB) (10%). Este
tubo foi centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm. ApGs, aspirou-se 0 sobrenadante e
o pellet foi ressuspendido em 5mL de meio. A suspensdo celular foi entéo,
transferida para frascos de cultura de 25cm? e incubados a 37° C em atmosfera
Uumida com 5% de CO2 até formacdo da monocamada com aproximadamente 80%
de confluéncia.

Dando continuidade, aspirou-se o meio de cultura, ficando as células aderidas
no fundo do frasco. As células foram desprendidas com a adicdo de 0,5 mL de
tripsina-EDTA (0,25% + EDTA 1 mM) em tampéao PBS, pH 7,4. A suspensédo de
células foi transferida para outro tubo cénico de 15mL contendo meio completo
(meio, antibidticos e SFB a 10%), em um volume 3 vezes maior do que aquele
usado de tripsina a fim de neutralizar a mesma. O passo seguinte foi a
centrifugacéo por 4 minutos a 1000 rpm, aspirou-se 0 sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido em meio completo, sendo a suspensdo usada no processo de

contagem celular.

4.7.1 Preparo das amostras-teste

Os extratos e 0 6leo bruto do peixinho foram diluidos em Dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentracao de 0,1 g/mL. Para adiciona-los nas células, foi realizada
diluicdo seriada em meio de cultura, sendo utilizadas as concentracdes de 0,25,
25, 25 e 250 pg/mL em triplicata (FIGUEIREDO et al.,, 2011). A maior
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concentracdo de DMSO utilizada foi de 0,25%, o que nado altera a viabilidade
celular. Como controle positivo utilizou-se a Doxorrubicina (Libbs®) em

concentragdes dez vezes menor (10x) de 0,025, 0,25, 2,5e 25 ug/mL.

4.7.2 Testes de citotoxicidade

O método colorimétrico utilizado para avaliagdo da atividade antitumoral foi o
da sulforrodamina B (SRB) descrito por Skehan et al. (1990).

Apoés a obtencdo do numero adequado de células, elas foram desprendidas
dos frascos de manutencao (garrafas) por acao da tripsina-EDTA (procedimento
inicial realizado da mesma forma descrita anteriormente para o0 repique) e
transferidas para um tubo conico com meio completo (em um volume trés vezes
maior do volume da tripsina) e centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm.

Ao pellet foram adicionados 2 (dois) mL de meio de cultura e desta suspensao
retirou-se a aliquota para diluir em corante (azul de tripan 1:4) que evidencia as
células nao viaveis, as quais foram excluidas da contagem. Nesta etapa utilizou-se
um contador manual (Camara de Neubauer) para a obtencdo da suspensao de
células, suficiente para que fosse feita a inoculacdo de 7.500 células por cavidade
em uma placa teste de 96 pocos.

Apds a contagem celular, ocorreu o preparo da placa TO (Tempo Zero) e da
placa teste. A placa TO foi adicionado em triplicata a suspensdo celular de cada
linhagem e triplicata do meio de cultura. A TO foi entdo incubada e apés 24 horas
foi realizado o procedimento de coloracdo (metodologia descrita abaixo) por adicéo
de sulforrodamina B (SRB), um corante que possui afinidade pelas proteinas das
células (SKEHAN et al., 1990). A placa TO é utilizada como parametro do ponto
inicial do experimento, apés a leitura desta € possivel mensurar a densidade de
células vidveis no momento em que foram adicionadas as amostras na placa teste.
Na placa Teste também foi adicionada a suspensdo celular, ap6s a incubacédo
inicial de 24 horas foram adicionadas as amostras-teste em triplicata, nas
concentragbes de 0,25 - 2,5 - 25 e 250 pg/mL, sendo esta placa novamente
incubada por 48hs. A placa teste continha ainda, o branco de cada concentragéo
da amostra-teste, o controle negativo (células mais 100uL de meio) e controle
positivo doxorrubicina (0,025 - 0,25 - 2,5 e 25 ug/mL). Apos o periodo de incubacgéo

(48h) foi realizado também o procedimento de coloragdo com SRB.
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O procedimento de coloracéo é realizado da seguinte forma: O sobrenadante
das cavidades das placas foi aspirado, permanecendo apenas as células nas
cavidades. Adicionaram-se 100uL de acido tricloroacético (TCA) 20% em cada
cavidade, a fim de fixar as células viaveis, e entdo, as placas mantidas em repouso
por 30 minutos a 4 °C ao abrigo da luz. Em seguida o sobrenadante foi descartado
e as placas lavadas em agua corrente e depois de secas, foram adicionadas 50uL
de SRB (Sigma, USA) 0,1% diluido em acido acético 1%. Novamente as placas
foram mantidas em repouso por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apés, as placas foram lavadas 5 vezes com acido acético 1% para retirar o
excesso de corante livre. A seguir adicionou-se a placa seca 100uL de tampéao
Trizma Base (10mM, pH 10,5) (Sigma, USA), para que ocorra a solubilizacdo do
corante ligado as proteinas das células fixadas.

A leitura das absorbancias nos dois métodos foi feita no comprimento de onda
de 540nm em leitor de microplaca Molecular Devices SpectraMax 190®.

Foram obtidas leituras de absorbéancias em triplicata; tempo zero (TO, inicio da
incubacao), e apdés 48 horas tanto para o controle negativo (CN) quanto para a
placa contendo as amostras-teste (T) em cada uma das quatro concentracfes. A
porcentagem de crescimento celular (média e desvio padrdo) foi determinada
usando a equacdo 100 x [(T - TO) / C — TO]. Um efeito citostatico foi observado
quando T = TO, enquanto um efeito citocida ocorreu quando T <To (MONKS et
al..1991). A concentracdo que inibiu 50% do crescimento celular (GI50) foi
determinada por andlise de regressdo ndo linear em programa para gréaficos e
analises de dados (Origin Versdo 6.0). Os experimentos foram realizados em
triplicata (n=3) na linhagem de células B16-F10 para a determinagcdo da média e
desvio padrdo da GI50, nas demais linhagens celulares foi realizado um

experimento com concentracdes em triplicata.

4.8 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo da Stachys byzantina

O experimento foi realizado no laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéutica, Alimentos e Nutricdo (Facfan) da Fundacgéo
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande, MS.

Os microrganismos de referéncia (rastreaveis a American Type Culture

Collection- ATCC) a serem explorados para a pesquisa foram: Salmonella
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enteritidis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Candida albicans foram fornecidos pelo INCQS/FIOCRUZ (Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, sediada no Rio de Janeiro/RJ) para o
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da FacFAN da UFMS, em Campo Grande
— MS. Foram empregadas as cepas de Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Candida
albicans. Todas as bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo meio de
cultura de contagem padrdo. As placas com repique de cepa de Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus foram
incubadas em estufa, a 35°C/24h e as com repique de cepa de Listeria
monocytogenes a 30°C/24h. O fungo Candida albicans foi semeado em placa de
petri contendo meio de cultura ADB. As placas com repique da cepa foram
incubadas em estufa, a 26° C/48h.

ApOs o periodo de ativacdo das cepas, foram preparadas suspensfes
contendo 2 a 3 colbnias dos respectivos microrganismos, em tubos de ensaio
contendo 10 mL de solucédo fisiologica 0,9% (m/v), até se atingir uma turvacéo
compativel ao padrdo 0,5 da escala de Mac Farland (PROBAC DO BRASIL),
correspondente a uma concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL, essa suspensao foi

utilizada para realizacdo do teste de difusdo em disco (Figura 8).

Figura 8 - Ativagéo e Preparacéo das suspensdes correspondente a concentragdo de 1,5
x 108 UFC/mL.

4.8.1 Teste de difusao em disco
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As andlises de determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro seguiram o
modelo proposto por Sa et al. (2011), em triplicata, que consiste em preparar 0
in6culo usando coldnias mantidas em Agar Muller-Hunton (MH) foram usadas para
obtencdo de suspensdo bacteriana com turbidez equivalente a 0,5 na escala de
MacFarland.

A técnica de difusdo em agar seguiu os protocolos descritos CLSI (2005),
onde discos comerciais estéreis de papel de filtro com 6 mm de didmetro da marca
CECON/SP foram impregnando 10 pL dos extratos de peixinho da horta.

Os testes foram conduzidos com uso de discos de papel de filtro estéreis em

placas estéril, impregnando 10 pL 3 extratos de peixinho da horta. (Fig. 9).

Figura 9 —

Impregnacao dos discos estéreis com extratos de S. byzantina.

Os mesmos foram mantidos em capela de exaustdo de fluxo laminar para a
secagem e em seguida foram distribuidos e pressionados sobre uma placa de Petri
com o agar Mueller-Hinton (MERCK) anteriormente inoculado com microrganismos
por espalhamento em superficie. Foram mantidas uma distancia de 40 mm entre os
discos para impedir intervengdo entre os possiveis halos de inibicdo. O teste
controle negativo foi efetuado com disco branco.

Teste de antibiograma com disco comercial de antibiético cloranfenicol 30 ug,
vancomicina 30 pg, gentamicina 10 pg, tetraciclina 30 pg, penicilina g 10 Ul e
azitromicina 15 ug.

Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas invertidas a temperatura
35 °C/24h para as cepas de Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus e de
Escherichia coli e na a temperatura 30 °C/24h para as cepas de Listeria

monocytogenes e Bacillus cereus.
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ApoOs o periodo de incubacao de 24 horas, foi observada a existéncia ou nao
de halos de inibicdo dos discos, e para conducdo das medidas do diametro dos
halos de inibicdo foi realizada a leitura com auxilio de um paquimetro (Viccare-
modelo 09.0001).

Os resultados das medidas foram expressos em milimetros (mm) pela média
do diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos nas trés repeticdes
(BARRY; THORNSBERRY, 1991) (Fig. 10).

_ Figura 10 — Antibiograma de E. coli.
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Foi baseada na técnica de difusdo em agar empregando os discos comerciais
de papel de filtro com 6 mm de diametro estéreis (CECON - SP) (BAUER et al.,
1966, CLSI, 2005).

4.9 Organizacédo e andlise dos dados

Um banco de dados utilizando o software Microsoft Excel 2010 foi elaborado,
para a inclusdo dos itens que compdem cada instrumento de coleta de dados, o que
permitiu a emissdo de relatérios segundo as variaveis de interesse, sendo estas
processadas e analisadas com utilizagdo da estatistica.

Para o ensaio de atividade anticancer in vitro, a dose que inibe 50% do

crescimento celular (GI50) foi determinada em programa para graficos e analises
de dados (Origin Verséo 6.0).



37

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal das folhas de Stachys byzantina

A composicdo centesimal das folhas de Stachys byzantina esta
apresentada na Tabela 1. O teor de umidade foi de 85,40%, o0 que pode
estar relacionado ao clima, estacdo e horério da colheita. Os valores de
proteinas, em torno de 16,24 e cinzas , 9,28% em base seca, sdo bastante
animadores e compativeis com amostras de outros locais do Brasil, por se
tratar de uma das PANC mais consumidas e palataveis, esses resultados
contribuem positivamente para promoc¢ao de uma alimentagdo nutritiva e

biodiversa.

Tabela 1 — Composicéo centesimal das folhas de peixinho-da-horta (Stachys byzantina).

Folhas de Stachys byzantina

Umidade (%) (in natura) 85,40 £ 0,01
Cinzas (%) (base seca) 9,28 + 0,001
Proteina (%)(base seca) 16,24 + 1,39
i o)
Carboidratos (%)(base 66.23+0.1
seca)
Lipideos (%)(base seca) 6,23 + 0,01

Nota: Valores expressos como média + desvio padrdo de 3 repeticdes.

Os resultados apresentados confirmam o potencial nutritivo das folhas de
peixinho da horta, colhidas em Campo Grande - Horta Flor do Cerrado,
comparando-se com outras pesquisas, 0 valor da umidade variou de 75 a 78,22%
respectivamente (AZEVEDO, 2018; BOTREL et al., 2020).

Em relacdo aos valores de cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos, estdo
proximos aos encontrados por Azevedo (2018): cinzas 6,88%, proteinas 19,22%,
lipidios 3,04%, carboidratos 58,9%.

Quando se compara os resultados do peixinho com os de outros vegetais
folnosos da alimentacdo é possivel visualizar seu potencial nutritivo: a couve
manteiga por exemplo apresenta 2,9% de proteinas e 1,3% de cinzas, a rucula

amplamente consumida, 1,8% de proteinas e 1,1% de cinzas; nesse estudo, O
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peixinho apresentou 16,24% de proteina e 9,2% de cinzas (TBCA, 2020), sendo
uma das PANC com alto indice proteico e mineral, assim como as PANC Ora pro
nébis, que apresenta 27,79% de proteina (GONCALVES, 2014) e a Moringa com
18,31% de proteina (MACAIMBRA,2018).

5.2 Composicao do 6leo bruto de Stachys byzantina

Em relacdo ao rendimento o 6leo bruto das folhas de Stachys byzantina
apresentou um valor de 1,7%, calculo realizado em relacdo as folhas in natura, como
descrito na metodologia.

Apés a extracdo do Oleo bruto os resultados obtidos demostraram que
aproximadamente metade do Oleo é composto por &cidos graxos, com um
percentual de 48%. A figura 11 representa 0s percentuais dos principais acidos
graxos encontrados no 6leo bruto da Stachys byzantina; observou-se ainda que
51,82% sao outros compostos. Na Figura 11 estd presente a composicao do 6leo
bruto.

Figura 11 - Porcentagem (%) dos principais acidos graxos encontrados no 6leo bruto de Stachys
byzantina.

Composicao do oleo bruto
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5.3 Perfil de acidos graxos do 0leo bruto de Stachys byzantina determinado
pela CG-FID
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A composicdo dos AGs do Oleo bruto das folhas de Stachys byzantina

determinada pelo cromatégrafo a gas esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 — Perfil de &cidos graxos das folhas de peixinho-da-horta (Stachys byzantina).

Acidos graxos Porcentagem em Porcentagem em
AG (%) Oleo bruto(%)
Laurico (C12:0) 0,43 0,21
Trideciclico (C13:0) 2,46 1,19
Miristico (C14:0) 0,81 0,39
Pentadecilico (C15:0) 0,74 0,36
Palmitico (C16:0) 12,25 5,91
Palmitoleico (C16:1) 0,46 0,22
Margarico (C17:0) 0,64 0,31
Estearico (C18:0) 2,15 1,04
Oleico (C18:1n9c) 3,43 1,65
Linoleico (C18:2n6c¢) 13,38 6,45
a-Linolénico (C18:3n3) 59,31 28,60
Araquiddnico (C20:0) 0,77 0,38
Dihomo-gamma-linolénico
(C20:3n3) 083 040
Erucico (C22:1n9) 0,50 0,24
Eicosapentaenoico
(C20:5n3) 044 021
Tricosilico (C23:0) 0,44 0,22
Nervonico (C24:1n9) 0,89 0,43
> AGS 20,73 10,00
> AGMI 4,40 2,55
> AGPI 73,97 35,66
> AGI 78,36 38,46

Total de &cidos graxos
100 48,21
identificados

Tabela 2: ¥ AGS: somatdrio de acidos graxos saturados; ¥ AGMI: somatério de acidos graxos
monoinsaturados; ¥ AGPI: somatério de acidos graxos poli-insaturados e ¥ AGI: somatério de acidos

graxos insaturados.
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Os valores apresentados na tabela demonstram que as folhas de Stachys
byzantina apresentam teores consideraveis de acido palmitico (12,25%), acido
Linoleico (13,38%) e a-linolénico (59,31%).

Os resultados merecem destaque uma vez que os &cidos linoleico e alfa-
linolénico sdo AG essenciais, ou seja, precisam ser adquiridos através da
alimentacdo. Segundo DERMITAS et al. (2013), que pesquisou o perfil de AG, na
Turquia, os principais acidos graxos encontrados foram 4cido linoléico (27,15%) e g-
linolénico (19,66%). Essas diferenciacdes passam por influéncia de diversos fatores
como: diferentes localidades geogréaficas, estacbes, periodos de colheita,
propriedades dos solos e condi¢des climaticas afetam fortemente a composicdo do
metabdlito secundério das espécies de plantas (THOMA et al., 2020).

O acido alfa linolénico é o majoritario com 59,31% na composicdo de acidos
graxos, dado muito relevante visto que se trata de um AG essencial. Em
comparacao com outros 6leos brutos é um teor elevado. O 6leo de girassol por
exemplo apresentou 6,29% do mesmo componente, a améndoa de pequi 0,29%, em
folhas de guariroba 3,04% (VICENTINI-POLETTE et al. 2021; DAMIANI et al. 2013;
BUZIN et al. 2016).

Em seguida os maiores teores sdo do acido linolénico (13,38%), que também
€ um AG essencial, e acido palmitico (12,25%). Em estudo sobre perfil de acidos
graxos o Oleo de girassol apresentou teores mais elevados de acido linolénico
49,94% e o folhas de guariroba mais baixos, 8,71% de acido linolénico e 9,35% de
acido palmitico (VICENTINI-POLETTE et al 2021; DAMIANI et al 2013; BUZIN et al
2016).

O perfil de acidos graxos de vegetais e de variadas partes das plantas vém
sendo analisados em pesquisas cientificas. Sobre plantas amazénicas, foram
analisadas a fracdo lipidica de 12 espécies: gordura de muru muru; gordura de
ucuuba; gordura de cupuacu; gordura de bacuri; 6leo de buriti; 6leo de castanha do
Para; 6leo de patawa; 6leo de semente de paixao; 6leo de pracaxi; 6leo de copaiba;
Oleo de andiroba e 6leo de babacu. O teor de acido alfa-linolénico foi 0 a 0,97% em
onze amostras, sendo que a gordura de cupuagu apresentou um valor de 11,37%.
Entretanto o &cido linoleico trouxe valores maiores sendo a amostra de Oleo de
sementes de paixao o valor mais elevado deste AG com 69,22%. O componente que
apresentou maiores teores em comum foi o acido oleico chegando a 78,55% na
amostra de 6leo de buriti (SERRA et.al, 2019).
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A comparacado destes resultados demonstra que os teores encontrados no
Oleo bruto das folhas de Stachys byzantina sdo diferentes de outras amostras
analisadas, sendo os teores de AG essenciais maiores no peixinho do que nas
espécies estudadas por Serra (2019).

Figura 12 - Porcentagem (%) das classificacdes de AG. AGS: acidos graxos saturados, AGMI: acidos
graxos monoinsaturados, AGCL: acidos graxos de cadeia longa, AGPI: acidos graxos poli-
insaturados, w-3: familia dmega3, w-6: familia 8mega 6.
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Através da observacdo da figura 12 é possivel afirmar que os AGCL
predominam na composi¢cdo do Oleo bruto das folhas de Stachys byzantina com
99,56%, outro dado notavel é o percentual de AGPI com 73,97%. Dados também
importantes sdo relativos as familias w-3 e w-6, pode-se observar que 60,59% dos
AG presentes na amostra sdo de w-3.

Apesar das hortalicas apresentarem baixo teor lipidico o consumo de vegetais
como o agrido, a couve, a alface, o espinafre e o brécolis, contribui para elevar a sua
ingestdo de AG essenciais, especialmente em dietas vegetarianas. Entre os acidos
graxos da familia 6mega 3 o0s mais pesquisados sdo o EPA (acido
eicosapentaendico) e o DHA (acido docosahexaenoico) encontrados especialmente
nos oOleos de peixes, estes compostos sdo capazes de ajudar no controle da
dislipidemia e conter reacfes inflamatorias, entre outros beneficios. Dessa forma,
podem ser coadjuvantes no tratamento de doencas cardiovasculares (ELAGIZI et al.,
2021).
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Vegetais de folhas verdes séo alimentos ricos em w-3, dessa forma utilizar as
folhas de peixinho podem contribuir como agente terapéutico em doencas com um
componente inflamatério, alterando a composicdo de acidos graxos das células
envolvidas na resposta inflamatéria e afetando também a producdo de mediadores
de inflamacgéo (DJURICIC; CALDER, 2021).

Os percentuais de AG saturados, monoinsaturados e poli-insaturados sao
dados importantes a serem analisados, visto que a presenca de AG poli-insaturados
€ benéfica para a salde. Na amostra de Stachys byzantina o percentual de AGPI foi
de 73,97%, em estudo realizado com plantas amazoénicas o maior valor para AGPI
foi apresentado no de 6leo de sementes de paixdo com 69,39% e o menor foi o de
gordura de ucutba com 0,5%, resultados que revelam um potencial positivo para o
peixinho da horta (ELAGIZI et al., 2021; SERRA et al., 2019).

5.4 Andlise do 6leo bruto quanto as suas caracteristicas

Os parametros de caracterizacao fisico-quimica utilizados para qualificar o 6leo

bruto das folhas de Stachys byzantina estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacéo do 6leo bruto das folhas de Stachys byzantina

Parametros Valores
indice de iodo (gl2100 g?) 190,36
indice de acidez (mg KOHg™) 13,08
indice de perdxido (meq. O2kg* oil) 1097,45

O indice de iodo mensura a insaturacdo que classifica 6leos, gorduras e é
utilizado como controle de alguns processamentos. Esse indice fundamenta-se no
fato de que iodo e outros halogénios se adicionam numa dupla ligagdo da cadeia
insaturada dos acidos graxos (ARAUJO, 1999; MORETTO; ALVES, 1998).

O indice de acidez indica a rancidez hidrolitica que é a hidrélise da ligagédo
éster por lipase e umidade, define-se como o numero de miligramas (mg) de
hidroxido de potassio necessario para neutralizar os 4cidos livres de um grama (g)

da amostra. Este indicador mostra o estado de conservagdo dos Oleos, a
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decomposicdo dos glicerideos € acelerada por aquecimento e pela luz, e a rancidez
é quase sempre acompanhada pela formacédo de acido graxo livre (ARAUJO, 1999;
MORETTO; ALVES, 1998).

O indice de peroxido indica a rancidez oxidativa que € a auto oxidacdo dos
acilgliceréis com acidos graxos insaturados por oxigénio atmosférico. Aponta o grau
de oxidacado do Oleo e sua presenca € o indicativo de que a deterioracdo do sabor e
odor, em funcdo de sua estabilidade, esta iniciando. Sua concentracao atingindo um
determinado nivel, ocorrem mudancas complexas, que formam compostos de baixo
peso moleculares oriundos de sua degradacdo (ARAUJO, 1999; MORETTO;
ALVES,1998).

Os indices encontrados revelam um indice de iodo (190,36 gl2100 g%)
elevado. Em estudos realizados com amostras de babagu (17,30 gl2100 g), buriti
(138,49 gl2100 g1), macauba (56,70 gl2100 g*) e pinhdo manso (94,50 gl2100 g'),
essa comparacgao entre os resultados mostra que o valor esta superior as amostras
analisadas por De Moura et al., 2019.

No parametro de acidez o 6leo bruto de peixinho da horta também apresentou
um valor elevado (13,08 mg KOHg?), para comparar com outras amostras os 6leos
de babacu (1,58 mg KOHg?), buriti (1,67 mg KOHg?), macauba (8,74 mg KOHg™?) e
pinhdo manso (3,99 mg KOHg?). O parametro indice de peréxido foi avaliado e
acompanhando os demais apresentou um teor elevado (1097,45 meq. O2kg™ oil), na
comparagdo com outras amostras a diferenca € maior dos parametros avaliados
6leos de babacu (1,52 meq. O2kg™ oil), buriti (6,20 meq. O2kg™ oil), macauba (16,83
meq. O2kg™ oil) e pinhdo manso (2,77 meq. O2kg™ oil) (DE MOURA et al., 2019).

Os 6leos tem sido objetos de estudo de inUmeras pesquisas, de diferentes
partes de plantas. Um desses estudos avaliou frutos amazoénicos: gordura de muru
muru; gordura de uculba; gordura de cupuacu; gordura de bacuri; 6leo de buriti;
0leo de castanha do para; 6leo de patawa; 6leo de semente de paixdo; 6leo de
pracaxi; 6leo de copaiba; 6leo de andiroba e 6leo de babaciu. Em relacdo aos
indices de qualidade o 6leo da Stachys byzantina, a acidez foi maior em relacdo as
espécies de muru muru, cupuacu, buriti, pracaxi, patawa, babacu, semente de
paixdo e castanha do para, entretanto o indice de acidez foi menor em relacdo as
amostras de ucuuba, bacuri, copaiba e andiroba. O valor de acidez mais préximo foi
do bacuri com 16,78 mg KOHg, sendo o do peixinho 13,08 mg KOHg* (SERRA et
al., 2019).
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Quando se comparam os indices de iodo e peroxido no mesmo artigo, ha
grande variacdo entre as amostras, 0s valores mais proximos do peixinho (190,36
gl2100 g?) foram: 6leo de copaiba (187,96 gl2100 g1), 6leo de semente de paixdo
(125,87 gl2100 g'), os menores valores foram de gordura de muru muru (11,15
gl2100 g') e 6leo de babacu (10,36 gl2100 g*), sendo que indice de iodo das folhas
de peixinho da horta apresentou valor superior ao de todas as amostras. O indice de
peroxido foi o pardmetro com maior disparidade o resultado do peixinho foi de
1097,45 meq. O2kg™* oil, enquanto nas amostras o estudo em questdo o maior valor
foi do 6leo de castanha do Para (63,18 meq. O2kg? oil) e o menor do 6leo de
copaiba (0,12 meq. O2kg™ oil) (SERRA, et al., 2019).

5.5 Analise espectrométrica: UV-Vis

Foram observadas bandas de absorcdo entre 200 e 700 nm na amostra de
extrato do 6leo bruto de peixinho da horta, sendo evidenciadas bandas de absor¢ao
distintas para as diferentes concentracfes. Os espectros indicam a presenca de
antioxidantes naturais das familias dos tocoferdis (~255nm) e carotenoides (~445nm
e 475nm). Além disso foi observada também a presenca de bandas caracteristicas
da absorgéao da clorofila a (410nm, 610nm e 670nm) (SMYK, 2021; USTIN et al.,
2009; BORELLO; RONCUCCI; DOMENICI, 2021).

Tocofer6is sdo compostos monofendlicos, existentes em vegetais,
principalmente em sementes oleaginosas e folhas, que possuem atividade
antioxidante e de vitamina E. (REFOSCO et al., 2019)

Os carotenoides constituem um grupo de polienos que desempenham papel
fundamental na satde humana e atuam como alimentos funcionais e nutracéuticos.
S&do capazes de retardar o estresse oxidativo celular e, consequentemente, auxiliar
na prevencdo de doencgas crdnicas ndo transmissiveis, como obesidade, cancer,
diabetes e enfermidades cardiovasculares. Carotenoides como o [-caroteno sao
precursores da vitamina A, que como todos 0s nutrientes essenciais, precisa ser
fornecida ao organismo (SILVA et al., 2013).

Os resultados encontrados estdo apresentados na Figura 13 demonstram a
presenca de componentes importantes no Oleo bruto, como tocoferdis e
carotenoides, bem como a clorofila. Este pigmento é responséavel pela cor verde dos

Oleos vegetais como no azeite de oliva que apresenta uma cor verde com tons
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dourados, é lipossolivel. Na maioria dos O6leos, a clorofila € retirada durante o
processo de refino. Justifica-se esse processo visto que a presenca de clorofila em
Oleos vegetais favorece reagfes oxidativas que tendem a comprometer a qualidade
do 6leo (LI et al., 2019)

Figura 13 - Espectro de UV-Vis de 6leo bruto das folhas de Stachys byzantina.
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5.6 Avaliacdo da atividade anticancer in vitro do 6leo da Stachys byzantina

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados dos testes da acdo anticancer
em cinco linhagens neoplasicas: B16F10 (melanoma), MCF7 (mama), 786-0 (rim),
U251 (glioma) e NIH/3T3 (células normais). Sendo cinco extratos: 6leo bruto, B1 =
extrato etandlico, B2 = extrato diclorometano, B3 = extrato hidroetandlico e B4 =
extrato hidroacetonico.

Tabela 4 : Valores de inibicdo de crescimento (G150)* do 6leo bruto de Stachys byzantina e seus

extratos em linhagens B16-F10 (melanoma murino), 786-0 (carcinoma de rim), MCF7 (carcinoma de
mama), U251 (glioma) e NIH/3T3 (células normais)

LINHAGENS
AMOSTRAS
B16F10 MCF7 786-0 (rim) U251 (glioma) NIH/3T3
(melanoma) (mama) GI50 pg/mL GI50 pg/mL GI50 pg/mL
GI50 pg/mL GI50 pg/mL
Oleo bruto 78,08 59,08 278,37 38,29 > 250
Doxorrubicina 0,25 0,2 0,02 0,2 0,32

*Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regressao nao-
linear utilizando Programa ORIGIN 6,0. Resultados em pg/mL
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Tabela 5 : Valores de inibicdo de crescimento (G150)* dos extratos de Stachys byzantina em

linhagens B16-F10 (melanoma murino), HUVEC (células humanas de corddo umbilical), PC -3
(adenocarcinoma de prdstata) e NIH/3T3 (células normais)

AMOSTRAS LINHAGENS
B16F10 HUVEC PC -3 NIH/3T3
(melanoma) (células (adenocarcinoma (fibroblasots
GI50 pg/ml humanas de  de proéstata) murinho)
cordao GI50 pg/ml
umbilical)
GI50 pg/mi
B1 (Extrato NT* > 250 > 250 > 250
etandlico)
B2 (Extrato >250 > 250 > 250 > 250

diclorometano)

B3 (Extrato 31,61 > 250 > 250 > 250
hidroetandlico)

B4 (Extrato 25,66 > 250 > 250 > 250
hidroacetdnico)

Doxorrubicina 0,25 0,2 0,02 0,32

*NT = nao testado

E. Haznagy-Radnai et al. (2013), avaliou a atividade citocida de espécies de
Stachys, dentre elas a byzantina. O extrato hidrometandlico das folhas foi testado na
linhagem MCF-7 (adenocarcinoma de mama), na concentracdo de 10 ug/mL,
causando uma inibicdo de 39,85 % no crescimento celular. No presente estudo o
Oleo bruto foi testado e causou uma inibicdo de 50% no crescimento celular na
concentracdo de 59,08 ug/mL (Tabela 4). Segundo Jassbi et al. (2014) o extrato
diclorometano da S. byzantina apresentou IC50 de 131.0 pg/mL, na mesma
linhagem, valor superior ao encontrado no éleo bruto em MCF7.

Em relacdo a atividade citotoxica na linhagem 3T3 (fibroblasto murinho),
Khanavi et al.(2012), avaliaram extrato hidrometandlico das folhas em 4 espécies de
Stachys (S. laxa , S. turcomanica , S. subaphylla e S. trinervis) e obtiveram uma
GI50 superior a 308.7 pg/mL, corroborando os resultados encontrados no estudo. No
presente estudo acima de 25ug, ndo apresentou toxicidade, corroborando Azevedo,
2018, que avaliou a toxicidade em Artemia salina, o LCso registrado foi maior que

1000 ppm para o ensaio, 0 que sugeriu auséncia de toxicidade.
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Erdogan et al., 2013 investigaram a viabilidade celular do 6leo essencial da
Stachys rupestres nas linhagens PC-3 (prostata) e MCF7(adenocarcinoma de
mama) com IC50 de 57.9 e 41.3 pg/mL, respectivamente. Ressalta-se que a GI50 do
oleo bruto em MCF7 foi de 59,0822 ug/mL.

5.7 Atividade antimicrobiana

Foram testados os extratos: hidroacetbnico, hidroetandlico e etandlico, por
conta da contaminacédo bacteriologica néo foi possivel testar os demais extratos. Em
relacdo atividade antimicrobiana os extratos testados, ndo apresentaram acao
antimicrobiana.

As observacdes foram realizadas com 24h e 48h, sendo que para a cepa
Candida albicans foi realizada a observacdo em trés periodos: de 48h, 36h e 72h.
Para a comparacdo, cada extrato contava com uma placa de discos brancos para
cada antibiético. Os antobidticos utilizados estdo descritos na metodologia, sendo
gue nenhum dos extratos apresentou halos de inibicdo ou atividade inibitoria.

Apesar dos extratos testados nesse estudo ndo terem apresentado atividade
inibitéria outros estudos com a Stachys byzantina apresentaram halos de inibigdo
em relacdo ha alguns microrganismos. Em estudo que investigou quatro espécies de
Stachys, entre elas a byzantina, os resultados concluiram que a extratos
metandlicos dessas plantas tém um potencial como fonte de agente antibacteriano
de origem natural, os microrganismos avaliados foram: Staphylococcus aureus,
Streptococcus sanguis, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella
pneumoniae, Aspergilus niger e Candida albicans, a Stachys byzantina apresentou
maior atividade frente ao Streptococcus sanguis, com um halo de 8,7 na
concentracdo de 50ug (SAEEDI et al., 2008)

Outro resultado consideravel avaliou 35 espécies vegetais e sua acao anti-
candida, dessas 13 apresentaram atividade inibitéria, entre elas a Stachys
byzantina, os resultados indicaram que os Oleos essenciais de trés plantas: Achillea
millefolium, Mikania glomerata e Stachys byzantina exerceram uma forte atividade,
em niveis de 0,25 mgmL-1, e sera ainda caracterizado. Em estudo realizado no
Brasil, a atividade inibitoria minima do extrato foi maior contra as bactérias
Staphylococcus aureus, seguida por Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae, sendo

que o extrato seco foi diluido em agua destilada estéril nas seguintes concentracdes
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seriadas: 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5mg/mL, 1,25
mg/mL e 0,625 mg/mL (DUARTE et al., 2005; AZEVEDO, 2018).

6. CONCLUSAO

As folhas de peixinho-da-horta apresentam elevado teor proteico e de cinzas,
mostrando-se um alimento nutritivo e com alto teor de minerais. A inser¢cdo do
peixinho na alimentacdo se mostra promissora, pois além de possuir acidos graxos
essenciais em sua composicao, tem um valor proteico elevado, bem como o teor de
cinzas.

O perfil de &cidos graxos se mostrou promissor, apesar de o teor de lipidios
ser baixo por se tratar de um vegetal, comparando-se com folhas similares seu teor
€ consideravel e os acidos graxos majoritarios sdo AG essenciais, além disso sua
composicdo é predominantemente de poli-insaturados que contribuem positivamente
para a saude, auxiliando na prevencdo de doencas. Sugere-se consumir peixinho-
da-horta, na sua forma processada de farinha, adicionado em produtos de
panificacdo por exemplo.

A andlise UV-Vis permitiu verificar compostos importantes no éleo bruto como
tocoferdis, carotenoides e clorofila. A atividade antimicrobiana néo apresentou halos
de inibicdo nas concentracdes e cepas testadas. Recomenda-se novos testes visto
gue a literatura relata atividade inibitoria para a Stachys byzantina.

O Oleo bruto e os extratos ndo apresentaram efeito citotoxico na linhagem de
fibroblasto murino, com GI50 maior q 250ug/mL nem nas células de HUVEC,
resultado promissor em relacdo a toxicidade, porém recomenda-se avaliar a
toxicidade aguda posteriormente. Os resultados para as células de glioma foram

benéficos, valores de GI50 = 38,29 para o extrato do 6leo bruto.
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