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RESUMO

Espécies do género Salvia sdo plantas conhecidas no mundo inteiro, e desde
tempos remotos muito usadas na medicina tradicional para tratar diversos problemas
de saude. Na atualidade, as industrias alimenticia e farmacéutica tém demonstrado
interesse em seus compostos. Em relacdo a composicao quimica, estas espécies se
caracterizam pela producdo de Oleos volateis, que sdo misturas complexas de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides, podendo, ainda, apresentar alguns
diterpenos em sua constituicdo. Biologicamente, os 6leos volateis vém demonstrando
relevante atividade antimicrobiana. No cenério atual, a fim de sanar os problemas de
resisténcia microbiana, é necessario incrementar a pesquisa para o desenvolvimento
de novos farmacos com agéo antibiotica, visando aumentar o arsenal medicamentoso
de defesa a microrganismos patogénicos. Tendo em vista a importancia da
identificacdo de novas substancias com atividade antifingica e buscando alternativas
terapéuticas efetivas, o presente trabalho objetivou a caracterizacao quimica por CG-
EM e a avaliacdo da atividade antifungica do 6leo volatil obtidos das partes aéreas
das espécies Salvia ovalifolia, Salvia procurrens e Salvia uliginosa encontradas no Rio
Grande do Sul, frente a espécies de Candida. Foi também avaliada a atividade
antifingica de exsudatos das duas Ultimas espécies, bem como de um diterpeno, a
icetexona, previamente obtido destas espécies. No presente estudo foi possivel
observar certa semelhanca entre os constituintes das trés espécies, sendo o
nonadecanal e o &cido hexadecandico componentes comuns a todos. A atividade anti-
Candida dos 6leos volateis, do exsudato e do isolado foi realizada pela técnica de
difusdo em disco, sendo observada acao apenas para o exsudato e isolado icetexona
obtidos de Salvia uliginosa, que inibiram Candida albicans. A partir deste resultado, a
concentracéo inibitoria minima (MIC) foi determinada e o exsudato de Salvia uliginosa
apresentou MIC de 250 pg/ml e o diterpeno icetexona 500 pg/ml em 24 horas. Este
estudo confirma a caracterizacao quimica do 0Oleo volatil pela presenca de compostos
terpenos alifaticos e diterpenos, apresentando este Ultimo grupo acdo promissora

frente a C. albicans.

Palavras-chave: Salvia spp.; 6leos volateis; diterpenos, Candida spp.






ABSTRACT

Species of the genus Salvia are plants known all over the world, and since
ancient times they have been used in traditional medicine to treat various health
problems. Currently, the food and pharmaceutical industries have shown interest in
their compounds. Regarding the chemical composition, these species are
characterized by the production of volatile oils, which are complex mixtures of
monoterpenes, sesquiterpenes, phenylpropanoids, and may also have some
diterpenes in their constitution. Biologically, volatile oils have demonstrated relevant
antimicrobial activity. In the current scenario, in order to deal with the problems of
microbial resistance, it is necessary to increase research for the development of new
drugs with antibiotic action, aiming to increase the drug arsenal of defense against
pathogenic microorganisms. Considering the importance of identifying new
substances with antifungal activity and seeking effective therapeutic alternatives, the
present study was focused at the chemical characterization by GC-MS and the
evaluation of the antifungal activity of the volatile oil obtained from the aerial parts of
the species Salvia ovalifolia, Salvia procurrens and Salvia uliginosa native to Rio
Grande do Sul, against Candida species. The antifungal activity of exudates from the
last two species was also evaluated, as well as a diterpene, icetexone, previously
obtained from these species. In the present study, it was possible to observe a certain
similarity between the constituents of the three species, with nonadecanal and
hexadecanoic acid components common to all. The anti-Candida activity of the volatile
oils, the exudate and the isolate were performed by the disk diffusion technique, and
action was observed only for the exudate of Salvia uliginosa and the diterpene
icetexone, which inhibited Candida albicans. From this result, the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined and the exudate of Salvia uliginosa exhibited a
MIC of 250 pg/mL and the diterpene icetexone, 500 pug/mL in 24 hours. This study
confirms the chemical characterization of the volatile oil by the presence of aliphatic
terpene and diterpene compounds, the latter group showing a promising action against
C. albicans.

Keywords: Salvia spp.; volatile oils; diterpenes, Candida spp.
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1. INTRODUCAO

As descobertas cientificas no campo dos farmacos desenvolvidos a partir do
conhecimento popular tem provocado grande interesse de pesquisas a fim de
promover a descoberta de novos produtos. Assim, o desenvolvimento sucessivo de
novos farmacos trouxe de volta uma conhecida forma de combater infeccbes
conhecidas e outras ainda sem tratamentos na sociedade moderna, ou seja, o uso de
plantas medicinais (MENDES et al., 2020).

O estudo dos compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas
€ de extrema importancia, pois representa uma “luz no fim do tunel” para o tratamento
de doencas em que os farmacos existentes jA ndo apresentam bons resultados na
terapia (MOUMNI et al., 2020). Neste contexto, diversos estudos demonstraram que
essas atividades estdo diretamente ligadas aos 6leos volateis, que séo liquidos
oleosos com propriedades caracteristicas de sabor e aroma (CUI et al., 2015). Esses
metabdlitos ganharam importancia tanto para a industria farmacéutica quanto para a
de alimentos devido a uma série de atividades biol6gicas, como por exemplo, sua forte
acdo antioxidante e bactericida. Dentre as familias de plantas produtoras de 6leos
volateis encontra-se a Lamiaceae e, entre os géneros aromaticos mais difundidos,
encontram-se as espécies de Salvia, da Subfamilia Nepetoideae, Tribo Menthae
(FARHAT et al., 2013).

As espécies desse género destacam-se por apresentarem variaveis
caracteristicas morfologicas e quimicas devido a sua grande distribuicdo nas cinco
regides do mundo: América Central e do Sul, Asia Ocidental, Leste da Asia, Africa e
também na Europa (DIZKIRICI et al., 2015). Até entdo, foram catalogadas de 900 a
1000 espécies do género Salvia (Familia Lamiaceae) (GIULIANI et al., 2017). No
Brasil, este género compreende 68 espécies distribuidas nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste do pais. Diversas dessas espécies sdo amplamente usadas
para os mais diversos fins ja listados na literatura como problemas de pele, bucais,
inflamatorios, de depresséo, sudorese excessiva, entre outros (MENDES et al., 2020).

Entre suas aplicagdes medicinais observa-se a capacidade de acao
antisséptica, anti-inflamatéria e no tratamento de doencgas psicologicas (FARHAT et

al., 2013). Dentre as varias espécies do género, Salvia officinalis L. &€ a mais conhecida
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e se naturalizou em diversas partes do mundo. Suas atividades medicinais sao
atribuidas a constituintes como terpenoides, entre eles 1,8-cineol, canfora, borneol, a-
tujona, B-tujona e viridiflorol. Diterpenos como carnosol e acido carnésico, compostos
fendlicos (como &cido rosmarinico), flavonoides e glicosideos fenélicos também séo
relatados e considerados constituintes responsaveis pelas diversas aplicacbes e
atividades farmacologicas (BRINDISI et al., 2021).

Com um elevado valor comercial e um grande nimero de espécies descritas
na América do Sul (O’LEARY et al., 2016), os 0Oleos volateis destas plantas sdo uma
alternativa muito interessante no tratamento de infeccbes onde existem resisténcia
microbiana a medicamentos convencionais principalmente por apresentar uma baixa
toxicidade em humanos (KOT et al., 2019).

As infecgdes fangicas invasivas causam mais de 2.000.000 mortes a cada ano
e as espécies do género Candida surgem como importantes patdgenos oportunistas,
causando centenas de infeccbes com risco de vida (YANG et al.,, 2022). Candida
albicans, uma espécie muito frequente, habita lugares como pele, cavidade oral,
mucosa do intestino e trato urogenital. Em condicfes de total homeostase do corpo é
um fungo simbidtico. Porém, é considerado um dos principais patégenos fungicos
oportunista (LIU et al., 2017). Dentre suas caracteristicas, a sua transformacao entre
hifa e levedura confere beneficios a sobrevivéncia do fungo e assim como a seus
biofilmes, que s&o um grande problema aos atuais medicamentos e tratamentos
(YANG et al., 2022).

Uma grande preocupacdo em meio a comunidade cientifica é em relagdo a
resisténcia de microrganismos aos agentes antimicrobianos, uma vez que ja existem
espécies com multipla resisténcia aos principais farmacos disponiveis no mercado,
como é o caso da Candida auris (TCHERNOV et al., 2019; DAHIYA et al., 2020).

O atual arsenal medicamentoso anti Candida conta com um total de apenas
cinco classes de compostos: polienos, alilaminas, azois, fluopirimidinas e
equinocandinas. Também € sabido que 80% dos antibidticos sédo derivados de
compostos naturais (LIU et al., 2017), o que reforca ainda mais a necessidade de
pesquisas de compostos originarios de plantas.

Assim, a necessidade de desenvolvimento de novas substancias com perfil
antifingico devido ao limitado conjunto terapéutico de combate a leveduras existente,

0 uso de plantas medicinais € uma excelente e conhecida fonte para o
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desenvolvimento de novos farmacos, assim como uma boa opcao para tratamentos
associados a medicamentos ja existentes devido seus iniUmeros componentes
quimicos e atividades bioldgicas. Neste contexto, o presente trabalho visa o estudo
dos dleos volateis e exsudato de trés espécies de Salvia, nativas da regido sul do
Brasil (Salvia ovalifolia, Salvia procurrens e Salvia uliginosa), objetivando a
caracterizacdo quimica e a investigacdo da atividade antifangica frente a leveduras

emergentes.
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2. OBJETIVO GERAL

Tendo em vista a importancia da identificagdo de novas substéncias com
atividade antifungica e buscando alternativas terapéuticas efetivas, o presente
trabalho propde a caracterizacdo quimica e a avaliacdo da atividade antifiungica do
Oleo volatil e exsudato obtidos das partes aéreas das espécies Salvia ovalifolia, Salvia

procurrens e Salvia uliginosa encontradas no Rio Grande do Sul.

2.1 Objetivos Especificos

-Obtencao dos 6leos volateis por hidrodestilacéo a partir das folhas;

-Obtencao do exsudato utilizando extragdo com solvente;

-Caracterizacdo da composicao quimica dos 6leos volateis obtidos pela técnica
de cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM);

-Avaliar a atividade antifiingica das amostras de 6leo volatil e exsudatos pelo
método de microdiluicdo em caldo segundo frente a espécies de Candida.






3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oleos volateis

Oleos essenciais, também chamados de OGleos volateis ou etéreos, sio
substancias volateis complexas presentes em plantas com caracteristicas aromaticas.
Sao liquidos ou semiliquidos, na maioria das vezes limpidos e, geralmente, de
coloracdo amarelada. Presentes nas diversas partes das plantas como sementes,
caules, cascas, brotos, flores, frutos e raizes. Sdo conhecidos cerca de 3.000 oOleos
essenciais dos quais cerca de 300 sdo usados industrialmente (COX; MARKHAM,
2007; HOU et al., 2022).

Dados histdricos relatam o uso do 6leo de terebintina na Grécia e Roma, ja a
sua destilacdo como método de extracdo foi descrita em artigos do oriente médio em
lugares como, Egito, india e Pérsia. Ha relatos de uso medicinal dos 6leos volateis em
farmécias na Franca, mas a partir dos séculos 19 e 20 sua aplicacao se tornou mais
voltada para uso de suas caracteristicas de sabor e perfume (COX; MARKHAM,
2007).

A sintese dos 6leos volateis ocorre em todos os érgdos da planta a fim de
protegé-la de possiveis agentes agressores, microrganismos em geral e herbivoros.
No que diz respeito a seus constituintes estruturais comuns, estdo presentes
fenilpropanoides, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (NIETO, 2017).

Sao inimeras as atividades biolégicas atribuidas aos 6leos volateis, dentre
elas, destacam-se as atividades antibacteriana (EVERTON et al., 2018), antifungica
(DIAS et al, 2019), antioxidante (TOLEDO et al, 2020) e anti-inflamatoria
(BRANDEMBURGO et al., 2020).

Atualmente, setores comerciais como o0 da industria alimenticia tém
demonstrado grande interesse nas caracteristicas antioxidantes, alta reatividade e
caracteristica hidrofobica (KRISHNAMOORTHY et al., 2021). Acredita-se que o efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais esteja relacionado a sua natureza lipofilica, onde
sdo capazes de provocar alteracbes nas membranas citoplasmatica dos
microrganismos, levando-a a sua instabilidade (TARIQ et al., 2019).

Sua atividade bactericida vem sendo estudada em formulacdes que levam

Oleos volateis para combater doencas da cavidade oral. Sdo importantes agentes
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contra a formacao de biofilme precursor de periodontites, carie dentaria e gengivite,
tanto em adultos como em criancas (DE OLIVEIRA CARVALHO et al., 2020).

Ainda, sobre a composicdo quimica das espécies de Salvia, estas podem
apresentar diversos grupos de metabdlitos secundarios como, por exemplo,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, assim como compostos
fendlicos, sacarideos, entre eles acido rosmarinico e acido cafeico (STANKOVIC et
al., 2020).

3.2. Terpenoides

O nome isopreno primordialmente foi dado aos hidrocarbonetos encontrados
na terebintina. Isoprenos séo considerados a familia com maior nimero de compostos
naturais, com mais de 30.000 diferentes estruturas e estdo presentes em todos os
reinos (Bacteria, Archaea e Eukaria), sendo sua maioria de origem vegetal. Por
exemplo, s6 no tabaco ha mais de 470 derivados isoprenoides. Praticamente todos o0s
processos metabolicos presentes nas plantas precisam do envolvimento bioquimico
ou fisiolégico de um isoprenoide (BACH et al., 1995; LOMBARD; MOREIRA et al.,
2011; LUDWICZUK et al., 2017).

Estruturalmente, os terpenos séo considerados moléculas simples, compostas
por hidrocarbonetos e caracterizados como uma combinacdo de unidade de isopreno
(C5), também chamado de hemiterpeno. Sdo as unidades béasicas formadoras de
terpenoides como monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Sua sintese acontece
no citoplasma celular das plantas a partir da acetil-CoA pela via do acido mevaldnico
(HYLDGAARD et al., 2012; LUDWICZUK et al., 2017).

Através de vérias condensacdes de dois modelos atuantes de isopreno, o
isopentenil pirofosfato (IPP) e o dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que sédo as unidades
formadoras dos terpenoides, os compostos vao sendo formados. O IPP e DMAPP
podem ser metabolizados através de duas vias distintas e ndo dependentes, a via do
mevalonato (MVA) e a do fosfato do metileritritol (MEP). A via MVA foi descoberta
primeiramente na década de 50 em leveduras, e durante algum tempo acreditou ser
a responséavel pela formacédo de IPP, DMAPP e acetil-coenzima A (Acetil-CoA). A
conhecida regra do isopreno que afirma que todos os terpenoides sao formados de

unides do tipo cabeca-cauda é a mais comum, porém unides do tipo nao-cabeca-
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cauda, também ocorrem (Figura 1) (MCGARVEY; CROTEAU et al., 1995; LOMBARD;
MOREIRA et al., 2011; LUDWICZUK et al., 2017).
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Figura 1. ligacbes do tipo cabeca-cauda e ligagbes né&o-cabeca-cauda
(LUDWICZUK et al.,2017).

O IPP é formado no citosol através da ja estabelecida rota do acido mevaldnico
(MVA), que se inicia com a condensacao de acetil-CoA e é o precursor do difosfato
de farnesila (FPP), que forma sesquiterpenos e triterpenos. Ja nos plastidios ocorre a
forma ativa do IPP, o difosfato de dimetilalila (DMAPP), sendo formado a partir do
piruvato e de gliceraldeidos-3-fosfato que na via do metileritritol fosfato (MEP) ou via
do 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXP). Essa rota fornece entdo os
precursores difosfato de geranila (GDP) e difosfato de geranilgeranila (GGDP), que
posteriormente formam monoterpenos, diterpenos e triterpenos (Figura 2) (CHENG et
al., 2007; MAFFEI et al., 2011).
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Figura 2: Rota biossintética dos terpenoides (CHENG et al., 2007).

3.3. Monoterpenos

Monoterpenoides apresentam um esqueleto de 10 carbonos ou duas unidades
de isopreno ou difosfato de geranila (GPP), e podem ser divididos em grupos aciclicos,
monociclicos, biciclicos e irregulares (SOUSA et al., 2022). Dentro de cada grupo se
dividem em hidrocarbonetos insaturados simples e ou apresentando grupos funcionais
como alcoois, aldeidos e cetonas (Figura 3). Ainda h& diferenca nas estruturas
biciclicas dos monoterpenos que diferem conforme o tamanho de seu anel
(LUDWICZUK et al., 2017). Séo considerados os menores membros dessa classe de
produtos naturais, como representantes temos o limoneno, mirceno, linalol, a- e -

pineno, entre varios outros (MAFFEI et al., 2011).
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Structural types Examples
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Figura 3: Exemplos estruturais de monoterpenoides (MAHMOUD; CROTEAU
et al., 2002).

3.4 Sesquiterpenos

Sesquiterpenoides (C15) sdo formados no citosol celular das plantas e
apresentam como precursor o pirofosfato de farnesila (FPP), que, por sua vez, é
formado apds condensacado de DMAPP mais duas moléculas de IPP ou trés unidades
de isopreno (MCGARVEY; CROTEAU et al., 1995; PICHERSKY; DUDAREVA et al.,
2006) ou trés unidades de isopreno. Sua forma varia entre linear, monociclicos,
biciclicos ou triciclicos (LUDWICZUK et al., 2017). Na Figura 4 estdo apresentados

alguns exemplos de sesquiterpenos formados a partir do FPP.
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Figura 4: Exemplos estruturais de sesquiterpenoides (CROTEAU et al.,
2003).

Nas plantas esses componentes apresentam propriedades que podem fornecer
defesa contra microrganismos ou herbivoros, tendo também a funcéo de sinalizadores
quimicos entre interacbes de plantas e insetos ajudando na polinizacdo. Sua
biossintese pode ocorrer nas mais diversas partes da planta como caule, folhas,
flores, raizes ou frutos (LICHTENTHALER et al.,, 1997). Alguns exemplos desses
compostos sao estruturas aciclicas como farnesol e -nerolidol, monociclicas como [3-
bisaboleno, a-zingibereno e a-humuleno e também biciclicas como B-santaleno, -
cariofileno e &-cadineno (LUDWICZUK et al., 2017).

3.5 Diterpenos

Os diterpenos tém como precursor o isoprenoide difosfato de geranilgeranila

(GGPP) que se forma ap0s rearranjos e ligagcdes do tipo cabeca-cauda entre quatro
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unidades de isopreno. S&o naturalmente moléculas mais pesadas e sdao
caracterizadas por exigir um tempo maior no processo de destilacdo e obtencédo de
sua por¢ao de oOleos volateis (BASER; DEMIRCI et al., 2007).

Constituem um grupo quimicamente diverso e podem ser classificados como
lineares, biciclicos, triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos ou macrociclicos (Figura 5)
(LUDWICZUK et al., 2017).
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Figura 5: Exemplos de diterpenoides (CROTEAU et al., 2003).

Como exemplo de diterpenos aciclicos: geraniol, citronelol; ciclico: canfeno e
mirceno; biciclico: sclareol, manool, labdano, abienol e os triciclicos: kaur-15-ene,
kaur-16-ene e filocladeno (BASER; DEMIRCI et al., 2007).

3.6. Género Salvia L.
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A familia Lamiaceae compreende uma grande variedade de plantas composta
por mais de 256 géneros e 7.000 espécies aproximadamente, com conhecidas
propriedades de uso medicinal e com caracteristicas aroméaticas, também conhecidas
como especiarias. Alguns exemplos de plantas dessa familia sdo: Salvia officinalis,
Thymus vulgaris, Mentha x piperita conhecidas e usadas na medicina tradicional,
usadas como chas, tinturas, gargarejos, xaropes ou enxaguatorios bucais, podem ser
classificadas pela presenca de dois compostos o 4cido rosmarinico (Nepetoideae) ou
iridoides (Lamioideae) geralmente com maior quantidade de Oleo encontrada nos
representantes da subfamilia Nepetoideae (BEKUT et al., 2018; PANDEY et al., 2014).

O género Salvia, é o maior da familia Lamiaceae, com cerca de 900 espécies
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017). Seu uso como condimento alimentar além
de suas propriedades farmacoldgicas (Salvia officinalis, Salvia fruticosa e Salvia
pomifera) é datado desde periodos histéricos como a era grega (POULIOS;
GIAGINES e VASIOS, 2020). A espécie mais expressiva € Salvia officinalis, nativa do
oriente no mediterraneo. Essa espécie tem, hoje, seu cultivo difundido pelo mundo
inteiro. Caracterizada como um subarbusto perene, apresenta caule amadeirado,
folhas acinzentadas e flores azuis arroxeadas, calice e corola dividida em dois labios
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017; POULIOS; GIAGINES e VASIOS, 2020).

Estudos recentes atribuem propriedades farmacolégicas de grande importancia
a Salvia officinalis como anticarcinogénico, anti-inflamatério, hipoglicémico,
hipolipidémico, anti-deméncia, antimicrobiano, antimutagénico e antinociceptivo
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017; POULIOS; GIAGINES e VASIOS, 2020).

A atividade antifingica do 6leo essencial de Salvia officinalis esta relacionada
a presenca de alguns componentes quimicos como cis-tujona, 3-pineno, 1,8-cineol e
a-humuleno (NUZHAT e VIDYASAGAR, 2013). Além disso, o 6leo volatil desta
espécie demonstrou uma importante atividade antioxidante, podendo ser utilizado
como alternativa a conservantes artificiais (PORTE; GODOY e MAIA-PORTE, 2013).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, Tosun e colaboradores (2014), em seu
estudo, avaliaram a acdo do o6leo essencial (OE) de Salvia officinalis sobre a
supressdo da produgcdo de o6xido nitrico (ON), um importante mediador pro-
inflamato6rio e responsavel pelas diversas respostas inflamatérias. Os autores
observaram que o OE inibiu significativamente a producdo de ON produzido nas

células em estudo, indicando uma interessante agéo anti-inflamatoria.

32


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

Sobre a utilizacdo do 6leo essencial de Salvia, existem estudos onde séo
avaliados como enxaguatorios bucais, sendo capazes de melhorar condicbes
inflamatérias em afeccdes de boca e garganta, além de ser indicado como
carminativo, digestivo e aperitivo. Também muito utilizado na aromaterapia, esses
0leos podem melhorar as dores musculares e as contracbes do parto, ajudando
também a reduzir as dismenorreias e amenorreias, além de ser muito eficaz nas
condicdes de depressdo pés-parto e problemas que envolvem o Utero. Seu uso €
considerado seguro, pois é atdxico, ndo sensibilizante e nao irritante (MAHBOUBI,
2020).

3.6.1 Subgénero Calosphace

Subgénero encontrado desde as planicies dos Estados Unidos até o sul da
Ameérica do Sul, com distribuicdo em quatro regides de grande concentracdo que sao:
México, onde é encontrado uma maior variedade com aproximadamente 275
espécies, Cordilheira dos Andes, com 155 espécies, leste da América do Sul com 60
espécies e Antilhas do Caribe com 45 espécies. Existem evidencias sugerindo o
México como o berco desse subgénero (JENKS; WALKER et al., 2013).

Salvia procurrens pertencente ao subgénero Calosphace, de clado Uliginosae.
Um subarbusto que pode chegar a até 65 cm de altura, rasteira, possui folhas com
base cordada, caracteristica oval a suborbicular e 4pice arredondado. Flores que
podem ser azul escuro ou azul claro (Figura 6) (BURKART, 1948; ALBERTO et al.,
2003; JENKS; WALKER et al., 2013).
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Figura 6. Salvia procurrens, foto - Sergio Bordignon.

Salvia uliginosa subgénero Calospace, também pertencente ao clado
Uliginosae possui caracteristicas de arbusto ou subarbusto podendo medir até 200 cm
de altura, com folhas lanceoladas. Suas flores apresentam coloracao branca e azul.
Ocupam éareas como sul do Brasil, Uruguai e nordeste e centro da Argentina (Figura
7) (BURKART, 1948; ALBERTO et al., 2003; JENKS; WALKER et al., 2013).
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Figura 7. Salvia uliginosa, foto - Sergio Bordignon.

Por causa de suas belas flores e também devido a sua capacidade de
adaptacao a fatores como solo e luminosidade, essa planta também se tornou comum
em jardins da Europa. Na medicina popular é comumente usada devido seus efeitos
carminativos, ténico e estimulante (GIULIANI, 2017).

Salvia ovalifolia um subarbusto que ocorre em paises como Brasil (mais
especifico na regido sul), Paraguai, Argentina e Uruguai. Essa espécie apresenta
folhas sésseis a subsésseis com laminas largas e ovais, flores que podem ter
coloragdo branca, azul, lilas ou violeta (Figura 8) (BURKART, 1948). Também
pertencente ao clado Uliginosae as espécies S. uliginosa e S. procurrens. O trabalho
de JENKS e colaboradores que, ao observar as diferencas de filogenia, indica que
existe uma ligacdo simpatrica entre as trés espécies e que S. ovalifolia portanto
considerando um hibrido inespecifico (JENKS; WALKER et al., 2013).
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Figura 8. Salvia ovalifolia, foto - Sergio Bordignon.

Segundo Pinto (2012), os o6leos essenciais obtidos de S. uliginosa e S.
procurrens possuem cores que vao do laranja ao avermelhado sugerindo a presenca
de diterpenos, e sua composi¢cdo quimica apresentou componentes majoritarios como
o acido hexadecanoico, nonadecanal e n-nonadecanal. Neste mesmo estudo, o0s
Oleos essenciais obtidos das duas plantas mostraram atividade frente a
Staphyococcus aureus. No 6leo essencial de S. ovalifolia foram detectados 28

compostos; entre 0s majoritarios esta nonadecanal.

3.7. Fungos patogénicos oportunistas

Fungos patogénicos estao surgindo como importantes ameacas a satde global.
Esses patdgenos sdo responsaveis por uma série de doengas, com prevaléncia e
resultados clinicos variaveis (GEDDES e SHAPIRO, 2019). O aumento da incidéncia
de infec¢des por Candida spp., por exemplo, tem aumentado a morbimortalidade na

populacdo, particularmente entre pacientes gravemente imunocomprometidos e
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agueles com longa permanéncia em hospitais. A super utilizacdo de antibiéticos de
amplo espectro complicou ainda mais o cenario, levando ao surgimento de cepas de
Candida resistentes, especialmente ndo-albicans (SRIVASTAVA; SINGULARES E
DUBEY, 2018). Com a preocupante resisténcia de leveduras consideradas
emergentes aos agentes antifingicos, a busca por novas substancias capazes de
inibir o crescimento fangico € de grande importancia.

Medicamentos desenvolvidos a partir de produtos naturais sdo amplamente
utilizados para tratar uma grande diversidade de doencas e seu uso vem ocorrendo
no mundo todo (DE MACEDO et al., 2020). Metabdlitos secundarios de plantas sdo a
base para a descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, devido
suas inumeras atividades farmacolégicas (KAYSER, 2018). Muitas vezes, essas

atividades farmacoldgicas estdo diretamente ligadas aos 6leos essenciais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Os exemplares das espécies foram coletados em diferentes municipios do
estado do Rio Grande do Sul e identificadas pelo botanico Dr. Sérgio L. Bordignon.
Uma exsicata de cada planta foi depositada no herbario da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul — ICN.

4.2 Obtencéao do 6leo volatil

O dleo volatil foi obtido a partir das partes aéreas frescas e secas. As folhas
frescas foram mantidas em refrigerador e as secas foram anteriormente colocadas
para secar em ambiente arejado ao abrigo de luz e, apds, foram reduzidas com auxilio
de um triturador mecanico de facas e submetido a hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger, durante 4 horas (Farmacopeia Brasileira, 2019). Posteriormente, os 6leos
foram coletados e armazenados sob refrigeracao, em frascos do tipo vidro ambar até

a analise dos constituintes.

4.3 Analise quimica dos 0leos volateis

4.3.1 Cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM)

Para a andlise quimica, os 6leos volateis obtidos por hidrodestilagdo foram
diluidos em éter etilico na razdo de 2:100 (v/v). As andlises qualitativa e quantitativa
foram realizadas em cromatografo a gas acoplado a um detector de massas (CG-MS),
modelo Shimadzu QP5000, equipado com uma coluna capilar de silica fundida
Durabond-DB-5 (30 m x 0,25 x mm x 0,25 ym) para separacao dos constituintes. A
temperatura do injetor e detector foi de 220 °C e 250 °C, respectivamente, e a
temperatura da coluna foi programada com rampa de aquecimento de 60 °C a 300 °C
com variacao de 3 °C/min. Hélio foi usado como gas carreador a 80 kPa e fluxo de 1
mL/min (tempo total de analise foi de 80 min).

4.3.2. ldentificacdo dos componentes dos 6leos volateis



A identificacdo dos componentes dos Oleos foi baseada na comparacéo entre
seu indice de retencao, calculado por interpolacdo linear relativa para o tempo de
retencdo de uma série de n-alcanos, e seu espectro de massas, com amostras
auténticas e dados retirados da literatura (ADAMS, 2017) bem como, por comparacao
com espectros de massas registrados em espectroteca de aquisicdo (NIST 62 e NIST

12 - National Institute of Standars and Technology).

4.4. Exsudato

A extracao dos constituintes foi realizada através da imersao das folhas intactas
de Salvia procurrens (10,60 g) e Salvia uliginosa (10,70 g) por 30 segundos em
diclorometano cobrindo totalmente o material. Posteriormente, os liquidos de
coloracdo vermelha foram filtrados e em seguida concentrados em evaporador
rotatério (temperatura inferior a 45 °C). ApOs a evaporacdo, as amostras foram

armazenadas.

4.5. Avaliacéo da atividade antifungica

Na investigacdo da atividade antifiUngica, as amostras de exsudato foram
submetidas, inicialmente, a técnica de difusdo em disco de papel para tentar predizer
a existéncia de possivel atividade. Em caso positivo, as amostras foram submetidas,
na sequéncia, a avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A amostras de
oleo volatil foram submetidas diretamente ao ensaio da determinacdo da CIM por
causa da pouca quantidade de amostra disponivel.

A atividade antifungica foi testada frente a fungos leveduriformes das espécies
Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis,
depositadas na Micoteca do Laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade de
Farmacia da (UFRGS).

4.5.1. Técnica de difusdo em discos de papel (método de Kirby Bauer)

O teste foi realizado em placas de Petry estéreis contendo agar Sabouraud.

Resumidamente, uma suspensdo em agar Sabouraud da levedura (90%) foi
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espalhada sobre o agar da placa. Discos de papel foram impregnados com 15 ug de
cada amostra de exsudato dissolvido em diclorometano (foi assegurada a evaporacao
completa do diclorometano) e colocados na superficie do meio previamente inoculado.
As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e a leitura dos halos de inibicao foram
realizadas apés 48h. A escala de medicéo foi a seguinte: a zona de inibicdo > 15 mm
foi considerada fortemente inibitoria; a zona de inibicdo 10-15 mm moderadamente
inibitéria e < 10 mm n&o inibitéria (CAROVIC-STANKO et al., 2010). O teste foi
realizado em duplicata. Os exsudatos que exibiram forte inibicdo foram submetidos ao
ensaio para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Como controle
positivo foi utilizado disco de fluconazol e como controle negativo foi utilizado disco de

papel impregnado com diclorometano (e evaporado) para verificar possivel acao.

4.5.2. Preparo das amostras para determinac¢do do MIC

Os exsudatos de S. procurrens e da S. uliginosa e o isolado icetexona
(previamente obtido destas espécies e fornecido pelo laboratério 504, da Faculdade
de Farmacia) foram pesadas em balanca de precisdo Mettler Toledo, modelo AB 204.
Estas foram dissolvidas em salina com auxilio de dimetil sulféxido - DMSO (Nuclear®)

para preparar uma solugcao 1000 ug/mL para a determinagédo do MIC.

4.5.3. Preparo do inéculo fungico

Tomou-se como referencial, o método de microdiluicdo, segundo as
recomendagdes do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI, 2008). Foram
seguidos os protocolos de preparacédo do inéculo fungico de acordo com o documento
M27-S4 para fungos leveduriformes.

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol a
35 °C por 24 horas. Primeiramente tocou-se com a al¢a microbiologica na superficie
da colbnia fungica e suspendeu-se em solucdo salina 0,85% estéril. A suspensao
fungica foi lida em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 530 nm. A
transmitancia da suspenséo correspondeu a escala de 0,5 de Macfarland (1x10°
células/mL). A partir dessa solucao fungica, foi realizada uma diluicdo 1:50 em salina
estéril. A partir da solugcéo 1:50, é feita a diluicdo 1:20 em caldo RPMI 1640, obtendo-
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se um inéculo com 1x102 a 5x102 células/mL. Este ultimo foi o indculo utilizado para o
ensaio de suscetibilidade.

As leituras dos inoculos foram realizadas em espectrofotdometro Femto, modelo
600 Plus e a homogeneizacao dessas amostras no meio foi através de vortex IKA,

modelo Lab Dancer.

4.5.4. Avaliagcdo da atividade antifungica dos 6leos volateis pelo método de

microdiluicdo em placa

O teste de susceptibilidade aos Oleos volateis foi realizado pelo método de
microdiluicdo em placa, em concentragdes de 2 a 512 pg/mL, de acordo com as
recomendacdes dos documentos aprovados pelo Clinical and Laboratory Standart
Institute (CLSI, 2008), e os resultados expressos em concentracdo inibitéria minima
(CIM). Os ensaios foram desenvolvidos em triplicata, sendo realizados, portanto, trés
experimentos para cada cepa estudada. As microplacas foram incubadas a 35 °C
durante 48 horas em estufa e a leitura para determinag¢do da CIM do 6leo essencial
foi realizada em 24 e 48 horas pelo método visual, comparando com os controles do
teste, sendo um controle positivo do meio (RPMI 1640) e o outro o controle do diluente

da amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo do 6leo volatil

As trés espécies de Salvia, S. ovalifolia, S. uliginosa, S. procurrens foram
coletadas e armazenadas no Laborat6rio de Farmacognosia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), para posterior extracado do 6leo volatil em aparelho
do tipo Clevenger por hidrodestilacdo (Figura 9). Os dados de coleta estdo
apresentados na Tabela 1. Partes aéreas foram coletadas e pesadas. Optou se por
analisar se haveria diferenca entre 6leos de plantas frescas e secas. O processo de
secagem das plantas foi feito ao abrigo de luz e em temperatura ambiente, as porcoes
frescas foram armazenadas em refrigerador, posteriormente foi pesado 100 g de cada

amostra, todas as amostras tiveram tempo de extracédo de 4 horas cada.

Figura 9: Partes aéreas das salvias usadas para a extracdo no aparelho
Clevenger: imagem 1 S. uliginosa fresca; 4 S. uliginosa seca. 2 e 3 S. ovalifolia
frescas. 5 S. procurrens fresca; 6 S. procurrens seca.



Tabela 1. Dados de coleta das trés espécies de Salvia encontrados no Rio
Grande do Sul.

Nome da espécie Municipio de coleta Data da coleta
S. procurrens Passa sete Setembro de 2020
S. ovalifolia Bar&o do Triunfo Outubro de 2021
S. uliginosa Segredo Setembro de
2020

Sobre os Oleos essenciais, apos as 4 horas de extragdo néo foi possivel obter
um bom rendimento sendo obtidos apenas tracos de 6leo. Sobre as caracteristicas
dos dleos volateis, logo nas primeiras horas é possivel observar a coloracao laranja
avermelhada em S. procurrens e S. uliginosa (Figura 10). S. ovalifolia apresentou o

6leo mais claro. Os 6leos obtidos ndo apresentaram aroma.

| 4
Figura 10. Concentrados de 6leos essenciais vistos ja nas primeiras horas de
extracdo. 1 e 3: S. procurrens; 2 e 4: S. uliginosa.
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As amostras foram divididas em S. procurrens seca e fresca, S. uliginosa seca
e fresca e S. ovalifolia fresca. Devido a problemas, ndo conseguimos material

suficiente para produzir o material seco de S. ovalifolia (Figura 11).

Figura 11: Da esquerda para a direita: 1 S. procurrens fresca; 2 S. procurrens
seca, 3 S. uliginosa fresca; S. uliginosa seca, S. ovalifolia fresca.

5.2. Composi¢ao quimica dos Oleos essenciais de Salvia procurrens partes aéreas
frescas

Esse 6leo apresentou cor avermelhada, sem presenca de esséncia. Nao foi
possivel medir o volume, pois apenas tracos do 6leo foi obtido. O cromatograma do
Oleo extraido de S. procurrens obtido por CG-EM esta apresentado na (Figura 12), e
0s compostos estdo sumarizados na Tabela 2. Foram detectados 10 compostos para
este 6leo. O composto majoritario (37,7%) foi caracterizado como um hidrocarboneto
alifatico, mas nao pode ser identificado.
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Em segundo lugar estd o acido hexadecanoico (25,3%) (1) seguido do

nonadecanal (19,9%) (2). Pinto (2012) em sua pesquisa encontrou como um dos

componentes majoritarios no Oleo essencial

nonadecanal na concentragdo de 13,18%.

de S. procurrens o composto

Fatores externos podem contribuir para o aumento ou diminuicdo da

concentracdo desses compostos nas plantas.

O estudo de SANGWAN e colaboradores (2001), apontou que diversos fatores,

entre eles pressdo atmosférica e as precipitacdes, influenciam na composic¢éo do 6leo

volatil de plantas arométicas. Em Salvia officinalis, notou-se que o rendimento e

composicao foi maior nos periodos de chuva.

iy
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partes aéreas frescas.
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial de S. procurrens partes aéreas
frescas obtidas por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas (CG-

Tabela 2. Composicao percentual do 6leo essencial de S. procurrens, obtido de

N° do IR* Componentes %

Pico
1 1978 Acido hexadecanoico 25,3
2 2102 NI 10,4
3 2111 Nonadecanal 19,9
4 2155 NI 37,7
5 2167 NI 15
6 2170 NI 2,0
7 2658 Hexacosano 11
8 2854 Octacosano 1,9

IR*- indice de Retenc&o em coluna DB-5; NI- N&o identificado.
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Acido hexadecanoico Nonadecanal

5.3. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Salvia procurrens partes - aéreas
secas

Foram obtidos tracos desse 6leo, ndo sendo possivel calcular seu rendimento.
Pela andlise por CG/EM (Figura 13) foi possivel caracterizar o 6leo extraido. A
composicdo quimica junto com seu indice de retencdo e porcentagem estdo
sumarizados na Tabela 3. Foram identificados trés compostos: acido hexadecanoico
(44,5%), nonadecanal (41,9%) e o terceiro composto caracterizado como

apresentando ligacao tripla (13,7%), mas que néo foi identificado.

iy
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Figura 13. Cromatograma do Oleo essencial de S. procurrens partes aéreas
secas obtidas por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas
(CG/EM).

Tabela 3. Composicao percentual do 6leo essencial de S. procurrens partes

aéreas secas.

N° do IR* Componentes %
Pico
1 1984 Acido hexadecanoico 44,47
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2 2112 Nonadecanal 41,87
3 2154 NI 13,66
IR*- indice de Retenc&o obtido em coluna DB-5; NI- N&o identificado.

Comparado com o Oleo essencial de S. procurrens partes aéreas frescas,
observou que apesar de menor quantidade de compostos, o0 6leo essencial de S.
procurrens partes aéreas secas Mmostrou uma concentracdo ainda maior dos
compostos. Em estudo com Salvia verbenacea, muito usada para tratar problemas de
calculos renais e coletada na Sicilia, Italia, também foi observada presenca em grande
guantidade de acido decanoico (23,1%), principal composto do 6leo. Esse mesmo
Oleo exibiu excelente atividade frente a bactérias Gram positivas (CANZONERI et al.,
2011).

No estudo realizado por Pinto (2012) o composto majoritario obtido do 6leo
essencial das partes aéreas de S. procurrens foi 0 composto nonadecanal,

representando 13,18% do conteudo de 6leo obtido.

5.4. Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Salvia ovalifolia partes aéreas

frescas

O d6leo obtido de S. ovalifolia mostrou ter caracteristicas mais distintas,
apresentando uma coloracdo mais clara e limpida. N&do foi possivel calcular o
rendimento, pois a quantidade de 6leo obtido foi muito baixa. O cromatograma do 6éleo
essencial obtido por CG/EM esté apresentado na Figura 14 e a caracteriza¢ao quimica
do 6leo esta demonstrada na Tabela 4. Foram detectados 8 compostos; sendo que o
composto majoritario (45,8%) néo foi possivel identifica-lo. Alfa-bisabolol 17,3%, &cido
hexadecanoico 12,0% e nonadecanal 11,3% também foram observados em

guantidades expressivas.

3323Mme
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial de S. ovalifolia partes aéreas
frescas obtidas por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas
(CG/EM).

Tabela 4. Composi¢do percentual do 6leo essencial de S. ovalifolia obtidas
das partes aéreas frescas.

N° do IR* Componentes %

Pico
1 1422 Alfa-guaieno TR
2 1585 NI 45,8
3 1681 Alfa-bisabolol 17,3
5 1812 NI 9,7
6 1978 Acido hexadecanoico 12,0
7 2070 NI 3,9
8 2111 Nonadecanal 11,3

IR*- Indice de Retencdo em coluna DB-5; NI- N&o identificado; TR- tracos.

a-Guaiaene a-Bisabolol
........ \ OH
Acido hexadecanoico Nonadecanal

|
OH

Fonte: Imagens de Nist.

A amostra coletada no municipio de Barao do Triunfo no periodo de outubro de

2021 apresentou variedade em sesquiterpenos e acidos graxos, levando em

consideracao que diversos fatores, tais como o clima solo, chuva, etc., podem interferir

nos resultados dos 6leos obtidos. O 6leo ainda apresentou resultados parecidos com

os das amostras de S. ovalifolia (14,0% e 56,7%) coletadas por Pinto (2012) em

Cacapava do Sul e em Séo Francisco de Paula, respectivamente.

a-Bisabolol € um sesquiterpeno que foi descoberto pela primeira vez em 1951,

bastante usado na industria farmacéutica em formulacbes cosméticas e
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dermatoldgicas. Esse terpenoide possui propriedades anti-inflamatérias, anti-iritantes,

antibacterianas e ndo alergénicas (KAMATOU; VILJOEN et al., 2010).

5.5. Caracterizacao quimica do Oleo essencial de S. uliginosa partes aéreas frescas

Foram obtidos apenas tragos do 6leo, que apresentou cor laranja-avermelhada

assim como relatado no estudo de Pinto (2012). A composi¢cdo quimica do Oleo

extraido junto a sua composicao, e seus indices de retencdo e porcentagem para 0s

componentes identificados através do método de CG/EM (Figura 15) estédo

sumarizados e expostos na Tabela 5. Os compostos majoritarios encontrados

identificados foram nonadecanal (40,2%) e heptadecanona (25,6%) e 0 composto nao

identificado com 14,45%. Acido hexadecanoico apareceu apenas tragos.
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Figura 15. Cromatograma do 6leo essencial de S. uliginosa partes aéreas
frescas obtidas por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas

(CGIEM).

Tabela 5. Composicéo quimica do 6leo essencial das partes aéreas frescas de

S. uliginosa.

N° do IR* Componentes %

Pico
1 1590 NI 14,45
2 1776 NI 3,40
3 1898 NI 5,47
5 1899 Heptadecanona 25,60
6 1902 NI 4,28
7 1974 Acido hexadecandico TR
8 2111 Nonadecanal 40,22

IR*- Indice de Retenc&o; NI- N&o identificado; TR- tracos.

50



que suas amostras foram coletadas no municipio de Julio de Castilhos-RS no periodo
de outubro de 2010 a junho de 2011, o acido hexadecanoico apresentou teor de

22,2%, sendo 0 componente majoritario na amostra, seguido de nonadecanal 13,2%.

Secas.

fresca, porém um unico pico detectado. A composi¢cédo quimica do 6leo extraido por
CG/EM (Figura 16) junto a seu Unico composto identificado, indice de retencédo e

porcentagem esta exposto na Tabela 6. Foi identificado nonadecanal como composto

Heptadecanona

Acido hexadecanoico

Nonadecanal

Fazendo uma comparacdo com as espécies estudadas por Pinto (2012) em

5.6. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de S. uliginosa partes aéreas

O Oleo de S. uliginosa seca apresentou caracteristica de cor igual a S. uliginosa

majoritario.

o5

Figura 16. Cromatograma do 0leo essencial de S. uliginosa partes aéreas
frescas obtidas por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas

(CGIEM).



Tabela 6. Composicdo quimica do Oleo essencial das partes aéreas secas de

S. uliginosa.
N° do Pico IR* Componentes %
1 2113 Nonadecanal 70

IR*- Indice de Retencdo em coluna DB-5.

As amostras estudadas foram ricas em acidos graxos e compostos como o
nonadecanal presente na maioria das espécies estudadas seguido do acido
heptadecanoico, esses achados podem indicar uma possivel caracteristica das
espécies de Salvia encontradas no Rio Grande do Sul. Os mesmos dados estéo de
acordo com os achados feitos por Pinto (2012), estudo em que analisa as mesmas
espécies aqui estudadas.

5.7. Exsudatos

Os exsudatos de S. uliginosa e S. procurrens, previamente analisados por
Cezarotto (2018) e ricos em diterpenos, foram usados para entdo buscar atividade
antifangica contra cepas selecionadas de Candida. Foram pesados 10 g de cada
planta (Figuras 17 e 18). Apos a imerséo total por 30 segundos em diclorometano, 0s
exsudatos foram filtrados (Figura 19).
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Figura 18. Salvia uliginosa ressecada usada para o exsudato.
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Figura 19. Filtracdo dos exsudatos, demonstrando coloragao caracteristica. 1
S. procurrens e 2 S. uliginosa

O extrato obtido de S. procurrens apresentou uma cor mais alaranjada e o de

S. uliginosa, cor mais préoxima do amarelo (Figura 20).
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Figura 20. Exsudatos de S. procurrens e S. uliginoéa. 1 S. uliginosa, 2 S.
procurrens.

5.8. Atividade anti-Candida do exsudato de S. uliginosa e o isolado Icetexona

O exsudato de S. uliginosa e o isolado icetexona foram testados frente a cepas
de C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis. Inicialmente foi realizado
o teste pela técnica de difusdo em placas de Petry. O resultado é observado pela
formacéo de halos de inibi¢cdo. As leituras dos resultados foram realizadas em 24h e
em 48h. Como controle positivo foi utilizado o itraconazol. Na Figura 21 mostra o
crescimento de cada espécie de Candida, demonstrando que os fungos apresentaram
crescimento normal. Estas placas serviram de controle negativo. O crescimento foi
visualizado 24h e 48h apds inoculacdo. Apenas a espécie C. dublinienses nao

demonstrou crescimento, sendo este fundo desconsiderado neste teste.




Figura 21. Controle negativo; 1 C. albicans, 2 C. dublinienses, 3 C. krusei, 4
C. glabrata, 5 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis, 24h (esquerdo) e 48h (direito) apos a
inocucao.

A Figura 22 apresenta o resultado com o controle positivo itraconazol. O
resultado foi a observacdo do halo de inibicdo em 24h e 48h apds a inoculagédo de
cada fungo. Foi observado pequeno halo de inibicdo para todos os fungos testados,

exceto para C. dublinienses, para a qual ndo foi observado crescimento, sendo este

resultado desconsiderado.

Figura 22. Controle positivo contendo itraconazol; 1 C. albicans, 2 C. ccc, 3 C.
glabrata, 4 C. krusei, 5 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis, 24h (esquerdo) e 48h (direito)
apo6s a inoculacao.

O exsudato obtido a partir das folhas de Salvia uliginosa por extracdo com
diclorometano foi submetido ao teste de difusdo em placa de Petry (Figura 23). Um
dos componentes deste exsudato, a icetexona, foi previamente isolada pelo grupo de
trabalho sendo também testada (Figura 24). Observou-se acao seletiva para Candida

albicans. Os demais fungos foram resistentes.

Figura 23. Placas contendo exsudato de S. uliginosa; 1 C. albicans, 2 C.
dublinienses, 3 C. glabrata, 4 C. krusei, 5 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis, 24h
(esquerdo) e 48h (direito) apods a inoculacao.
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Figura 24. Placas contendo o isolado icetexona; 1 C. albicans, 2 C.
dublinienses, 3 C. glabrata, 4 C. krusei, 5 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis, 24h
(esquerdo) e 48h (direito) apos a inoculagao.

Os oOleos volateis obtidos das trés espécies de Candida foram submetidos
diretamente ao ensaio que avalia a concentracdo minima inibitéria (MIC). Devido a
baixa quantidade de amostra destes 0leos, a etapa de avaliacdo com disco em placa
de Petry ndo foi realizada. Os Oleos foram testados frente a quatro espécies de
Candida e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7. Para este ensaio
foram utilizados os 6leos obtidos a partir das partes aéreas frescas de cada espécie.
Pelos resultados observados, nenhum dos 6leos apresentou atividade frente as

espécies de Candida.

Tabela 7. Resultados do experimento do MIC com 6leos volateis das trés
espécies de Salvia.

S. uliginosa S. procrurrens S. ovalifoliaa

24 horas 48 horas 24 horas 48horas 24 horas 48 horas
C. albicans > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
C. krusei > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000
pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
C. glabrata > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
pg/ml pg/mi ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml
C. > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
parapsilosis pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi
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Na determinacdo do MIC para o exsudato obtido a partir de S. uliginosa e seu
isolado, a icetexona, apenas Candida albicans foi utilizada, pois somente para esta
espécie foi observado halo de inibicdo no ensaio de difusdo em placa de Petry. A
Tabela 10 apresenta os valores de MIC para estas amostras.

Tabela 8. MIC para confirmacao do resultado com icetexona e exsudato de S.
uliginosa frente a Candida albicans.

Exsudato de S.

uliginosa Isolado Icetexona

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

C. albicans 250 > 1000 500 > 1000
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

No artigop de KATANIC STANKOVIC e colaboradores (2020) o extrato
metandlico das partes aéreas de Salvia verticilatta L. apresentou inibicdo em
Penicillium canescens 5 uyg/mL e 10 uyg/mL em Candida albicans respectivamente.

No estudo de YANG et al., 2022 o carnosol, um diterpeno presente em espécies
de Salvia como Salvia officinalis e também Salvia fruticosa, foi testado contra cepas
de Candida. Esse estudo foi bastante importante pois mostrou que esse diterpeno
possui capacidade de inibicdo que varia entre 12,5 a 100 uyg/mL e também mostrou
uma étima acao contra a formacéo de biofilmes de Candida albicans.

ACIMOVIC e colaboradores (2022) testou o 6leo essencial da mesma espécie
de Salvia colhidas em anos diferentes (2019, 2020 e 2021). O 6leo obtido mostrou
atividade contra os microrganismos testados, entre eles Candida albicans. O principal
composto dos 6leos obtidos foi a cis-tujona em 23,5%. Esse achado revela que apesar
de fatores do clima, essa espécie ainda se manteve com forte acdo contra
microrganismos patdgenos.

O artigo de BHATTACHARYA et al. (2015), em que um diterpeno clerodano
identificado como 16a-hidroxicleroda-3,13(14) Z-dien-15,16-olide, que foi previamente
isolado de Polyalthia longifolia var. pendula Linn. Esta é uma planta ornamental muito
comum na Asia, rica em diterpenoides, incluindo clerodano, e triterpenoides, usada
também na medicina tradicional para tratamento de diversas enfermidades. O estudo

deduz o mecanismo de acao desse diterperno frente a fungos patdégenos, entre eles

58



C. albicans. O estudo para determinacdo da acdo foi de observacdo através de
microscopia de fluorescéncia, foi entdo possivel observar que o diterpeno isolado
comprometeu agindo primeiramente sobre a permeabilidade da membrana celular
fungica, depois tornando ela mais suscetivel a entrada do isolado e por ultimo
provocando ruptura das estruturas da parede celular do fungo.

No nosso artigo o isolado icetexona, havia sido previamente isolado das partes
aéreas de S. procurrens Benth, caracterizado como um p6 amorfo alaranjado segundo
CEZAROTO (2018). Nao foram encontrados artigos que explicassem a acao
antifangica de icetexona contra C. albicans.

Acredita-se que a acao mais potente do exsudato de S. uliginosa em 24 horas
240 pg/ml seja devido a presenca de compostos secundarios como os isolados
fruticulina A e a propria icetexona que estavam presentes no exsudato de CEZAROTO
(2018).

5.9 Artigo publicado
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6. CONCLUSOES

¢ No presente trabalho foi possivel observar a similaridades quimicas presentes

nas espécies de Salvia encontradas no Rio Grande do Sul.

eDe maneira geral, os Oleos das trés espécies de Salvia mostraram
predominédncia em sesquiterpenoides seguido de acidos graxos em sua

COMpOosIGao;

eFoi possivel observar diferenca quantitativa dos compostos presentes nos
Oleos essenciais de Salvia procurrens uma vez que o Oleo da espécie seca

apresentou maior concentracdo dos compostos majoritarios;

¢ O composto nonadecanal esteve presente em todas as amostras, seguido de
acido hexadecanoico, que s6 ndo esteve presente no 6leo de Salvia uliginosa

Seca,

¢ O exsudato de Salvia uliginosa e o isolado icetexona usados no teste de difusédo

de placa de petry, mostraram acéo contra Candida albicans apds 24 e 48 horas;

eEntre os Oleos essenciais testados, apenas o de Salvia ovalifolia exibiu acéo

de inibicdo 1000 pg/mL no tempo de 24h contra Candida krusei;

¢ O exsudato de Salvia uliginosa apresentou concentracao inibitéria minima de
250 pg/mL em 24h;

¢ O isolado icetexona apresentou concentracgéo inibitéria minima de 500 ug/mL,
demonstrando ser um dos responsaveis pela acdo anti-Candida albicans

observada.
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