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Resumo

O género Salvia L. (Lamiaceae), constituido de aproximadamente 900
espécies, possui 60 representantes no Brasil. Dentre suas propriedades medicinais
destacam-se as atividades antitumoral, anti-inflamatoria, cicatrizante e antibacteriana.
Oleos essenciais e diterpenos de nicleos abietano, clerodano, primarano estio entre
0s principais constituintes quimicos relatados para as espécies. O objetivo deste
trabalho foi a caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais obtidos por hidrodestilacéo
de seis espécies de Salvia nativas da regido Sul do Brasil (S. guaranitica, da Secao
Coerulae; S. ovalifolia, S. cordata e S. borjensis, da Secédo Rudes e S. procurrens e S.
uliginosa, da Secdo Uliginosae), utilizando cromatografia a gas/espectrometria de
massas. A andlise quimica dos Oleos essenciais mostrou que todas as espécies
apresentaram apenas sesquiterpenos, além de compostos alifaticos como aldeidos e
acidos graxos de cadeia longa. Entre estes ultimos, nonadecanal estava presente em
todas as espécies, sendo abundante (13% a 56%) em S. procurrens, S. ovalifolia e S.
borjensis. Em relacdo a composicdo dos sesquiterpenos, observou-se que
espatulenol estava presente em quantidades relativamente grandes (10% - 40%) nas
espécies S. cordata, S. borjensis e S. ovalifolia. Estas espécies também
apresentaram [(3-cariofileno, sesquiterpeno encontrado, ainda, em S. guaranitica. S.
cordata apresentou o sesquiterpeno epi-globulol (32,3%) e 2E, 6Z-farnesol (11,4%). O
Oleo essencial de S. uliginosa apresentou acido hexadecandico (30,1%), n-
nonadecano (17,5%) e nonadecanal (4,5%) como componentes majoritarios. Os 6leos
essenciais e o0s extratos diclorometano das espécies da Secdo Uliginosae (S.
uliginosa e S. procurrens) mostraram atividade contra Staphylococcus aureus, quando
testados pelo método de bioautografia. As analises preliminares sugerem a presenca
de diterpenos de nucleo abietano-quinona nos extratos organicos destas espécies. Os
extratos diclorometano dessas duas espécies foram também avaliados quanto a
atividade amebicida contra amebas de vida livre Acanthamoeba polyphaga. Entre
estes, apenas o de S. uliginosa foi ativo, apresentando 100% de atividade nas

concentracoes de 7,5 e 5 mg/mL.

Palavras-chave: 6leos essenciais, Salvia L., diterpendides, atividade antimicrobiana,

atividade amebicida.
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Abstract

Terpenoids in the genus Salvia (Lamiaceae)
The genus Salvia L. (Lamiaceae) has about 900 species, 60 of them found in Brazil.
Among the medicinal properties it is possible to highlight anti-tumor, anti-inflammatory,
antioxidant and antibacterial activities. Essential oils and diterpenes with abietane,
clerodane and primarane skeletons are the main componentes of these plants. In this
sense, the purpose of this study was to characterize the essential oils obtained by
hydrodistillation from Salvia species native to southern Brazil (S. guaranitica, Section
Coerula; S. ovalifolia, S. cordata and S. borjensis, Section Rudes and S. procurrens
and S. uliginosa, Section Uliginosae), using gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Chemical analysis of the essential oils showed that all species had only
sesquiterpenes, and aliphatic compounds such as aldehydes and long chain fatty
acids. Among the latter, nonadecanal was present in all species, being abundant (13%
to 56%) in S. procurrens, S. borjensis and S. ovalifolia. Regarding the composition of
the sesquiterpenes, it was observed that spathulenol was present in relatively large
amounts (10% - 40%) in S. cordata, S. borjensis and S. ovalifolia oils. These species
also showed [B-caryophyllene, a sesquiterpene also found in S. guaranitica. S. cordata
showed the sesquiterpene epi-globulol (32.3%) and 2E, 6Z-farnesol (11.4%). S.
uliginosa essential oil presented hexadecanoic acid (30.1%), n-nonadecane (17.5%)
and nonadecanal (4.5%) as the main compound. The essential oils and the
dichloromethane extracts of of the species from the Section Uliginosae (S. uliginosa
and S. procurrens) demonstrated antimicrobial activity against Staphylococcus aureus
when investigated by the bioautography method. Preliminary analyses indicated theat
the main compounds present in the organic extracts are diterpenes with the abietane
type-diterpene quinone nucleous. The dichloromethane extracts of these two species
were also evaluated for the activity against Acanthamoeba polyphaga. Only the extract

of S. uliginosa was active, with 100% activity at concentrations of 7.5 and 5 mg/mL.

Keywords: essential oil, Salvia L., diterpenoids, antimicrobial activity, amebicidal

activity.
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1. Introducéo






O uso de plantas medicinais pela populagcdo mundial € muito significativo. No
Brasil, 20% da populagdo respondem por 63% do consumo dos medicamentos
disponiveis, o restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente as
plantas medicinais, a unica fonte de recursos terapéuticos. Os fitoterapicos tém sido o
suporte da industria farmacéutica genuinamente nacional e de pequeno porte (Yunes
et al., 2001).

Ensaios estdo sendo realizados na busca de novos compostos ativos em
extratos vegetais. Uma abordagem promissora é a etnofarmacoldgica, orientada pelos
usos populares da flora medicinal, que facilita a escolha das espécies submetidas a
selecdo quimica e farmacoldgica e aumenta as chances de descoberta de novos

principios ativos (Cordell e Colvard, 2005).

Entre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores para a pesquisa
em busca de novos compostos ativos estdo os 6leos volateis ou essenciais. Estes,
segundo definicdo da ANVISA (Brasil, 1999) “sao produtos volateis de origem vegetal
obtidos por processo fisico e podem apresentar-se isoladamente ou misturados entre
si, retificados, desterpenados ou concentrados”. Estes 6leos podem ser encontrados
em todos os érgaos vegetais, sendo mais frequentes em frutos, flores, folhas e raizes.
Ocorrem em diversos géneros de plantas superiores, inferiores e microrganismos
(Brenna et al., 2003).

Neste ambito, um género que tem recebido grande atencédo é Salvia L. Este
pertence a familia Lamiaceae (Labiatae), sendo um dos maiores dessa familia, com
aproximadamente 900 espécies. Os representantes, com vasta e extraordinaria
variacdo de formas e cores florais, sdo encontrados em regides de clima tropical e

subtropical, principalmente em areas montanhosas (Amabeoku et al., 2001).

No Brasil existem aproximadamente 60 espécies deste género, sendo 19 delas
distribuidas nas regides sudeste e sul do pais. As espécies encontradas na regido sul

estdo divididas em oito sec¢des: Se¢ao Angulatae Epl., Uliginosae Epl., Rudes (Benth.)
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Epl., Coerulea Epl., Secundae Epl., Farinaceae Epl., Skeptostachys Epl. e Curtiflorae
Epl.

Estudos realizados analisando a composicédo quimica de algumas espécies de
Salvia demonstraram que muitas delas séo utilizadas pelo mundo todo por possuirem
diversas propriedades tais como antibacteriana, antioxidante, antidiabética,
antiplasmadica, antiinflamatoria, antitumoral e antituberculose. Muitas delas também
sdo usadas como inseticidas (Lin et al., 1989; Ulubelen et al., 1992; Ulubelen et al.,
1997; Topcu et al., 1997; Baricevic et al., 2001; Haznedaroglu et al., 2001).

Neste trabalho, investigou-se a composicado quimica dos 6leos essenciais de S.
guaranitica (secao Coerulea), S. ovalifolia, S. cordata e S. borjensis (secdo Rudes), S.
uliginosa e S. procurrens (secdo Uliginosae), nativas do Rio Grande do Sul. Os 6leos
essenciais e extratos diclorometano de S. procurrens e S. uliginosa, da secao
Uliginosae, foram avaliados quanto a atividade antibacteriana utilizando método de
bioautografia. Os extratos diclorometano dessas duas espécies foram também

avaliados quanto a atividade amebicida.



2. Objetivos






2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo principal analisar a composi¢cao quimica
de 6leos essenciais de algumas espécies do género Salvia L., nativas do Rio Grande

do Sul, e realizar ensaios biolégicos com 0s Gleos e extratos obtidos.

2.2 Objetivos Especificos

Extrair 6leos essenciais de seis espécies de Salvia L. encontradas no estado

do Rio Grande do Sul utilizando o método de hidrodestilacao;

¢ l|dentificar e quantificar os compostos presentes nos 6leos essenciais atraves

de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM);

e Obter extratos das espécies Salvia procurrens e Salvia uliginosa através de

maceragao com solventes organicos;

e Investigar a acdo amebicida e antibacteriana dos 6leos essenciais e extratos

diclorometano de S. procurrens e S. uliginosa.






3. Revisdao do Tema






3.1 Género Salvia L.

O género Salvia L. (familia Lamiaceae, tribo Mentheae) representa um conjunto
cosmopolita de aproximadamente 900 espécies com vasta e extraordinaria variagdo
de formas e cores florais. De acordo com Claben-Bockhoff et al. (2003), os atuais
centros de diversidade sdo Eurasia, incluindo o Mediterraneo (ca. 210 espécies),
Centro e Leste da Asia (ca. 90 espécies), Leste e Sul da Africa (ca. 60 espécies),
América do Norte (ca. 40 espécies), América Central (ca. 350 espécies) e América do
Sul (ca. 210 espécies). Este grupo ocorre desde o nivel do mar até 4.000 m, em vasta
gama de ambientes, como florestas tropicais e temperadas, regibes semi-aridas e
também bordas florestais e campos degradados (Claben-Bockhoff et al., 2004). As
formas de crescimento podem variar de ervas perenes a arbustos anuais, além de

trepadeiras, lianas e arvores (Alziar, 1993).

As flores sao principalmente bilabiadas e tubulosas. O género é separado dos
outros grupos da Tribo Mentheae com base na sua estrutura estaminal singular.
Enquanto muitos grupos desta tribo apresentam quatro estames, Salvia tem apenas
dois, sendo que as duas tecas de cada estame sdo separadas por um conectivo

alongado.

O género é bem conhecido pelo mecanismo especifico nototribico (dorsal) de
transferéncia de pdlen. A morfologia da alavanca estaminal foi inicialmente
reconhecida por Claben-Bockhoff et al. (2004), que indicaram que a alavanca é
formada pela extensdo do conectivo que separa as duas tecas. A extensao superior
do conectivo sustenta dois sacos de polen, que muitas vezes estdo sob o labio
superior, enquanto a extensdo inferior do conectivo é muitas vezes estéril,
funcionando como barreira para acesso ao néctar. Dentre as mais de 900 espécies
descritas de Salvia, 0 mecanismo de alavanca € modificado em varios caminhos,

sendo encontrado muitas vezes nas mais de 200 espécies polinizadas por passaros.
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Ha também espécies polinizadas por pequenos insetos voadores, como abelhas e
borboletas (Aximoff, 2008).

Os produtos mais abundantes isolados das plantas desse género, aos quais
vém sendo atribuidas diversas atividades biol6gicas, sdo 6leos essenciais (6leos
volateis) ricos em tujano, cineol e pineno; alguns &cidos, como rosmarinico,
flavondides; triterpenos como oleanano e ursano e, especialmente, diterpendides
(Aximoff, 2008; Kamatou et al., 2008).

3.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais ou volateis, sdo compostos basicamente por moléculas
denominadas isoprendides e fenilpropandides, que sdo produtos da interacdo

genética da planta com o seu habitat.

Oleos essenciais ou volateis correspondem aos principais componentes
odoriferos encontrados nas plantas. Sdo denominados 6leos volateis ou essenciais
pelo fato de evaporarem quando expostos ao ar. Os 6leos essenciais sdo originarios
do metabolismo secundario das plantas e possuem composi¢do quimica complexa,
destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropandides (Silva et al., 2003). Estes
constituem os elementos volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais e estdo
relacionados com diversas fungBes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo

papel fundamental na defesa da planta contra microrganismos (Siqui et al., 2000).

O contetdo do 6leo pode variar consideravelmente de espécie para espécie.
Uma planta produtora de 6leo essencial pode apresentar mais de um produto de
interesse comercial na sua composicao, dependendo de alguns fatores extrinsecos e
outros intrinsecos a espécie vegetal, dependentes do processo de extracao
empregados ou até mesmo do meio ambiente. A localizacdo do 6leo em diferentes
estruturas da planta pode ocasionar o predominio de diferentes classes de compostos

volateis. Em algumas estruturas, por exemplo, h4 o predominio de compostos
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monoterpénicos, ja em outras 0s compostos que aparecem em maior quantidade sao

0s sesquiterpenos (Tellez et al., 1999).

Muitas plantas existem sob varios fendtipos, isto €, diferindo na sua aparéncia
e diversidade qualitativa e quantitativa, geralmente detectada na composi¢cdo do 6leo
essencial obtido (Kerrola et al., 1994). A concentracdo de Oleo essencial presente em

espécies vegetais é muito baixa, normalmente inferior a 1%.

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos sulfurados. Em geral, os 6leos
essenciais ndo sdo muito estaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor,

umidade e metais (Silva et al., 2003).

3.3 Terpendides

Terpendides constituem um dos mais conhecidos grupos de metabdlitos
secundéarios encontrados nos vegetais. Esses compostos possuem diferentes
funcdes, dentre elas: fotoprotecdo, resisténcia ao estresse oxidativo, hormonios,
termotolerancia, pigmentos fotossintéticos, compostos de defesa e regulacéo
subcelular (Pefiuelas e Llusia, 2002; Pefiuelas e Munné-Bosch, 2005). Os terpenos
sdo formados pela unido de um numero inteiro de unidades pentacarbonadas
ramificadas derivadas do 2-metilbutadieno. Em 1887, Wallach considerava que o0s
terpenos eram constituidos a partir de unidades isoprénicas. Ruzicka, dezenas de
anos mais tarde (1953), ap6s muitos estudos, transformou esta hipotese em regra
geral, cujo principio teria sido comprovado experimentalmente. Cada grupo de
terpenos é o resultado da condensacao “cabeca-cauda” de um numero variavel de

unidades isoprénicas.

Esta regra formal postula que a diversidade estrutural ndo € mais que

aparente: em cada grupo de terpenos, um unico precursor conduz aos diferentes
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constituintes conhecidos por uma sucessao de reacdes classicas. Os precursores dos
principais tipos de terpenos, formados mediante reagdes catalizadas por enzimas, s&o
0s ésteres pirofosforicos de alcodis em (Cs), formados pela adicdo sequencial de uma

unidade Cs, o pirofosfato de isopentenila (IPP) sobre uma molécula de partida.

e Geranilpirofosfato (GPP), precursor dos monoterpenos em Cjy;
e Farnesilpirofosfato (FPP), precursor dos sesquiterpenos em Cjis;

e Geranilgeranilpirofosfato (GGPP), precursor dos diterpenos em Cyo.

A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido mevalbnico
(Dubey et al., 2003). Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais
S840 0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Outros terpendides, como os diterpenos,
sdo encontrados apenas em Oleos essenciais extraidos com solventes organicos
(Steinegger e Hansel. 1992). O numero de compostos terpénicos conhecidos
ultrapassa a 8.000 (Breitmaier, 1999); como componentes descritos em Oleos
essenciais, € estimado um ndmero préximo de 150 monoterpenos e de 1000

sesquiterpenos (Wagner, 1993; Nagegowda, 2010).

3.3.1 Origem biossintética

Os constituintes quimicos dos Oleos essenciais podem ser divididos em duas
séries: a série terpénica, representada pela via do Acetil/CoA/acido mevaldnico e a

série aromética, constituindo os fenilpropandides através da via do &cido chiquimico.

Todos os compostos da série terpénica sdo formados a partir do difosfato de
isopentenila (IPP). Este precursor pode ser originado a partir de duas rotas
biossintéticas diferentes, porém ambas oriundas da rota da glicose. Na primeira rota,
o IPP é gerado a partir do acido mevalonico, essa é conhecida como a via classica de
formacao dos terpenos. Na segunda via de formacédo, considerada como uma rota
alternativa, o IPP é formado a partir do piruvato e gliceraldeido-3- fosfato. Ambas as
rotas podem ocorrer simultaneamente num mesmo exemplar vegetal (Adam e Zapp,
1998).
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A biossintese dos terpenos a partir do &cido mevaldnico inicia-se pela
condensacéao alddlica de trés unidades de Acetil coenzima A, formando o composto
(3S) 3-hidroxi 3-metilglutaril coenzima A, que pela sua reducéo irreversivel forma o

acido mevalbdnico e seu isémero, precursores dos terpenos.

Apos, ocorre a conversao do acido mevalénico em pirofosfato de isopentenila
(IPP) através de sua fosforilacdo seguida de uma descarboxilacdo. Este composto,
que apresenta cinco carbonos na sua estrutura, é chamado de isopreno ativo e a

partir dele serdo formados os varios tipos de terpenos encontrados.

O IPP, entdo, isomeriza-se reversivelmente em pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP) com subsequente condensacao cabeca-cauda de duas unidades Cs (IPP +
DMAPP), originando assim o pirofosfato de geranila (GPP) (C1o) (figura 1), precursor
dos monoterpenos (Guignard et al., 1985).

Me Me Me e
i
+ w
ME/L‘“Q/\D-P-P Ng_p_p Me X O-P-P
DMAPP IPP Pirofosfato de geranila

Figura 1. Biossintese dos monoterpenos.

Através da alquilacdo do pirofosfato de geranila pelo pirofosfato de dimetilalila,
ocorre 0 alongamento da cadeia com uma sequencial adicdo de IPP, ligagédo do tipo
cabeca-cauda, formando o pirofosfato de farnesila (FPP) (Cis) (figura 2), que é o

precursor dos sesquiterpenos (Guignard, 1996)
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pirofosfato de geranilo
pirofosfato de isopentenilo pirofosfato de farnesilo

Figura 2. Biossintese dos sesquiterpenos.

E, através da condensacdo do pirofosfato de farnesilo com o pirofosfato de
isopentenila, ocorre a formacao do pirofosfato de geranilgeranila (figura 3), que € o

precursor dos diterpenos (Cxo).

OoPp

pirofosfato de farnesilo + IPP — pirofosfato de geranilgeranilo

Figura 3. Biossintese dos diterpenos.

3.3.2 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo os constituintes mais simples do grupo dos terpenos.
Resultam do acoplamento de duas unidades isoprénicas. Sdo conhecidos mais de mil
monoterpenos com estruturas regulares, que sado os constituintes mais frequentes dos

Oleos volateis (Castro et al., 2004; Dudareva et al., 2004; Nagegowda, 2010).
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Na terapéutica, 0s monoterpenos sdo empregados como analgésicos,
anestésicos locais, expectorantes, antitussigenos, antipruriginosos, carminativos e
antipiréticos, dando destaque para canfora, borneol, 1,8-cineol, mentol e timol (figura
4) (Silva, 2002).

;J,-j"\a

o L 0L )
T j" D

Canfora aneﬂl 1.8-cineol lleuml Tlmnl

Figura 4. Exemplos de monoterpenos utilizados na terapéutica.

Embora se conhecam cerca de quarenta esqueletos monoterpénicos, a maior
parte das estruturas descritas se relaciona com um pequeno numero de
encadeamentos basicos procedentes do acoplamento cabeca-cauda das unidades Cs
dando pirofosfato de geranila (GPP), o qual é o ponto de partida para a formacao dos

monoterpenos regulares (Krammer et al., 1991).

3.3.3 Sesquiterpenos

Sesquiterpenos sao terpenodides C-15 que ocorrem na hatureza como
hidrocarbonetos ou em formas oxigenadas, como alcoois, cetonas, aldeidos, acidos
ou lactonas (Merfort, 2002).

O namero de moléculas de sesquiterpenos tem crescido desde o isolamento do
cadineno e do cariofileno, descrito por Wallach no final do século XIX. Os compostos
descritos atualmente apresentam mais de 300 esqueletos diferentes. Esta diversidade
encontra sua origem na capacidade da reac&o de seu precursor comum, o pirofosfato
de farnesilo (FPP) (Felicetti e Cane, 2004; Nagegowda, 2010).

17



A biossintese dos sesquiterpenos é semelhante a dos monoterpenos e inicia-
se com a condensacdo dos pirofosfatos de dois isoprendides, o pirofosfato de
geranilo com o pirofosfato de isopentenilo originando o pirofosfato de farnesilo
(Verlang, 2000).

7

O pirofosfato de farnesilo é o precursor de todos os sesquiterpenos. Pode
hidrolizar a farnesol ou isomerisar a pirofosfato de nerodilo o qual por seu lado é o
substrato de varias enzimas da familia das ciclases, que vao originar 0s

sesquiterpenos monociclicos (Verlang, 2000).

Nas especies de Salvia relatadas em alguns estudos, verificou-se a presenca
de muitos sesquiterpenos, sendo eles a-humuleno, B-cariofileno, B-cubebeno, B-

elemeno (figura 5), entre outros.

soNesNesQ¥ce

,e/x ,-’*“‘x

o-humuleno ﬂ—rm‘infilenﬂ B-cubebeno B-elemeno

Figura 5. Algumas estruturas de sesquiterpenos encontrados em espécies de Salvia.

3.3.4 Diterpenos

Diterpenos (Cy) constituem a segunda maior classe de terpendides, com mais
de 2200 componentes e cerca de 130 tipos de esqueletos (Sukh Dev, 1989; Depré e
Brocksom, 2010).

Estes compostos, derivados do geranilgeraniol pirofosfato, sdo constituidos por
quatro unidades isoprénicas, possuindo, portanto, 20 atomos de carbono. Sdo de

origem fangica ou vegetal e sdo encontradas nas resinas, exsudatos de goma, e nas
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fracbes remanescentes ap0s a destilacdo dos Oleos essenciais. Exemplos de
diterpenos sao cafestol, cembreno, labdanos, pimaranos, sclereno, esteviol, ferruginol

e taxadieno (precursor do taxol), entre outros.

Os diterpenos também formam a base para compostos biologicamente
importantes, como o retinol, retinal e fitol. Apresentam, ainda, atividades
antimicrobiana e antiinflamatéria (Jefferies et al.,, 1981), sendo o0s principais
compostos responsaveis por muitos efeitos biolégicos verificados para espécies de
Salvia. Outros estudos revelaram diterpenos com atividades antituberculose (S.
blepharochlyna e S. prionitis) e antifangica (S. multicaulis) (Lin et al., 1989; Ulubelen
et al., 1997; Li et al.,, 2000; Ulubelen et al., 2001). Em ensaios realizados com as
espécies S. albocaerulea (Pereda-Miranda et al., 1992), S. forskhalei (Ulubelen et al.,
1996), S. lanigera (El-Lakany et al., 1995) e S. officinalis (Darias et al., 1990) foi
verificada atividade antibacteriana, a qual foi atribuida aos diterpenos. Além destes
efeitos, os diterpenos isolados de muitas outras espécies de Salvia também
apresentam atividades antioxidante, antiviral, antitumoral, efeitos cardioativos, entre
outros (Rodriguez-Hahn et al., 1992; Bisio et al., 2004; Kabouche e Kabouche, 2008).

A maioria das espécies de Salvia apresenta na sua composicdo diterpenos

biciclicos como os labdanos, clerodanos e neo-clerodanos Figuras (6, 7 e 8).

“/CH,0H

Figura 6. Diterpenos labdanos isolados de espécies de Salvia.
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Figura 8. Diterpeno neo-clerodano isolado de Salvia melissodora.

Algumas espécies tais como Salvia canariensis, S. texana, S. heldrichiana e S.
cardiophylla apresentam na sua composicdo diterpenos triciclicos como os abietanos
(figura 9) (Gonzélez et al., 1990; Cardenas e Rodriguez-hahn, 1992).

OH

s, "'////
1, CO,H
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Figura 9. Diterpenos abietanos presentes em Salvia heldrichiana.
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3.4 Atividade antibacteriana

Alguns estudos mostram o efeito antibacteriano de 6leos essenciais e extratos
de algumas espécies de Salvia. Hussain et al. (2011) investigaram a atividade
antibacteriana de 6leos essenciais de algumas espécies de géneros da familia
Lamiaceae. Esse estudo mostrou que em Salvia officinalis os compostos linalol e

acetato de linalila foram os que apresentaram maior atividade.

Outro estudo mostrou que do extrato bruto de Salvia bracteata foram isolados
dois novos diterpenos, salvibracteona e bractealina. Esses diterpenos mostraram
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococus aureus (Ulubelen et al., 1999).

Diterpenos com relevante atividade frente a algumas cepas de bactérias
anaerobias e aerObias sdo os do tipo pimarano e labdano, mostrando forte acdo
bactericida contra bactérias Gram-positivas. Diterpenos isolados de S. canariensis, S.
cardiophylla e S. texana mostraram atividade contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis), mas ndo mostraram atividade contra

bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella sp) (Gonzéalez et al., 1990).

Assim, verifica-se que pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas ao
descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas
e outros produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacéuticos e
cosmeéticos. Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade
antibacteriana e antifungica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem

método de difusdo em agar, método de macrodiluicdo e microdiluicdo.

A atividade antibacteriana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento
do microrganismo-teste; esse valor é conhecido como Concentragéo Inibitoria Minima

(CIM). A determinacdo da CIM de extratos vegetais € muito relevante devido a
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preocupacdo em relacdo aos aspectos microbioldgicos, toxicoldgicos e legais

pertinentes aos compostos naturais ou suas combinac¢des (Pinto et al., 2003).

As variacOes referentes a determinacéo da CIM, nos extratos vegetais, devem-
se a muitos fatores. Dentre eles estd o microrganismo, a cepa utilizada no teste, a
origem da planta, o modo de cultivo, a época da coleta, a técnica utilizada para a
preparacdo dos extratos e teste, quantidade de extratos e se esses extratos foram
preparados a partir de plantas secas ou frescas. Assim, nao existe método
padronizado para expressar os resultados de testes antibacterianos de produtos

naturais (Fennel et al., 2004).

O método de bioautografia consiste na aspersdo de uma suspensao de
microrganismos, sobre um cromatograma, no qual se avalia a zona de inibicao, se
houver, a luz natural ou apés a aplicacdo de um corante. A escolha deste método
para testes se deve a sua maior facilidade e rapidez de respostas, muito embora os

resultados sejam qualitativos.

3.5 Atividade antiparasitaria de 6leos essenciais e diterpenos

Poucos sdo os estudos que investigam a utilizacdo de 6leos essenciais e
outros compostos presentes nas plantas frente ao tratamento de doencas
parasitarias, mas com o passar dos anos, pesquisas nessa area vem adquirindo
maior importancia (Siqueira et al., 2011). Cerca de 50% dos farmacos desenvolvidos
entre 1981 e 2002 foram obtidos a partir de produtos naturais, analogos semi-
sintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais (Koehn e
Carter, 2005).

Oleos essenciais podem ser eficazes no tratamento ou prevencédo de doencas
parasitarias, visto que propriedades como baixa densidade e rapida difuséo atraves
das membranas celulares em decorréncia da sua lipossolubilidade podem melhorar a
insercdo intracelular dos componentes ativos do Oleo essencial nos parasitas
(Anthony et al., 2004).
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A curcuma longa L., familia Zingiberaceae além de largamente utilizada na
medicina popular no tratamento de diversas doencas, € também muito citada na
literatura pela variedade de atividades que apresenta, dentre elas atividade
antiparasitaria. Os principais compostos responsaveis pelas atividades da planta séo

0s 6leos essenciais extraidos dela e seus derivados (Filho et al., 2009).

Matos (1994) comprovou que mentona e 1,2-epoxipulegona presentes em
Mentha x villosa Huds., uma espécie de menta europé€ia, tem acao antiparasitaria
muito eficaz no tratamento das infestacbes por ameba e por giardia, apresentando

indices de cura de 90% e 70% respectivamente.

O hidrolato, presente nos 6leos essenciais de Mentha villosa apresentou efeito
ovicida sobre nematdides gastrintestinais de bovinos em testes in vitro. As
concentracfes de hidrolato a 80% e 100% mostraram eficacia acima de 98%, valor
considerado altamente efetivo segundo o Ministério da Agricultura e Pecuaria
(Nascimento et al., 2009).

Dados da literatura mostram que 6leos essenciais de diferentes plantas tém
mostrado promissora atividade antiparasitaria contra T. cruzi e Leishmania spp.
(Machado et al., 2010).

Estudos em culturas de promastigotas de Leishmania amazonensis revelaram
qgue o nerolidol, um composto muito comum em 0leos essenciais, possui atividade

leishmanicida (Costa et al., 2009).

Estudos in vitro realizados com Trypanosoma cruzi, comprovaram que
diterpenos isolados de algumas espécies da familia Asteraceae possuem atividade

antiparasitaria (Da Costa et al., 1996; Ambrosio et al., 2008).

Recentemente foi comprovado que diterpenos presentes em espécie Salvia
cilicica, nativa da Turquia, apresentaram atividade antileishmania (Tan et al., 2002),
mas ainda sdo escassos 0s trabalhos que relatam a acdo antiparasitaria dessa classe

de terpenos.
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3.6 Género Acanthamoeba

O género Acanthamoeba compde juntamente com Naegleria fowleri e
Balamuthia mandrillaris as Amebas de Vida Livre (AVL) (Marciano-Cabral e Cabral,
2003). Sua forma é variadvel e possuem um nucleo definido e um grande nucléolo,
possuem diversos vacuolos citoplasmaticos que fagocitam leveduras, bactérias, algas
e particulas organicas para manutencdo da vida celular. Além dos vacuolos
citoplasmaticos, apresentam também um vacuolo contratil envolvido no controle
osmaético celular. Esse organismo possui microprojecdes (acantopdodios), que sao
responsaveis pela adesdo a superficies biolégicas ou inertes, captura de presas e

também movimento celular (Khan, 2006).

Algumas espécies de amebas de vida livre comportam-se como parasitos
facultativos de animais domésticos e seres humanos e constituem um grupo de
protozoarios amplamente dispersos na natureza. Atualmente, as espécies de
interesse clinico sdo Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri e espécies do género

Acanthamoeba.

Esses protozoarios ja foram identificados no ar, solo, dgua doce e do mar,
poeira e também na orofaringe de humanos saudaveis. Acanthamoeba pode ocorrer
sob as formas trofozoitica (metabolicamente ativa) e cistica durante seu ciclo de vida.
Elas ndo requerem um hospedeiro em seu ciclo vital e as infec¢des sao consideradas
acidentais ou oportunistas como € o caso da Encefalite Amebiana Granulomatosa e
Ceratite Cronica Amebiana, mas também podem estar associadas com lesGes

cutaneas e sinusite em pacientes imunocomprometidos (Alvarenga et al., 2000).

A ceratite amebiana é uma inflamacao da cérnea ocasionada pela infec¢ao por
Acanthamoeba. Seu tratamento é longo e os medicamentos utilizados ndo possuem
uma Otima eficiéncia e ainda ha resisténcia ao tratamento pela forma cistica deste

organismo. Esta doenca atinge principalmente usuarios de lentes de contato, que
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cada vez mais vem aumentando o numero destes adeptos em todo o mundo

(Saravanan et al., 2008).

Por esta razdo, pesquisas na busca de novos farmacos sdo de fundamental
importancia. Diversos antimicrobianos podem ser usados contra Acanthamoeba.
Contudo, os agentes farmacolégicos ideiais seriam aqueles capazes de eliminar ndo

somente os trofozoitos, mas também os cistos, que sdo mais resistentes.
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4. Materiais e métodos






4.1. Material vegetal

Exemplares de espécies do género Salvia L. foram coletadas em diferentes
municipios do Rio Grande do Sul, conforme dados de coleta da Tabela 1. Exsicatas
foram depositadas no herbario na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN).
Licenca para as coletas foi dada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis / Ministério do Meio Ambiente do Brasil (IBAMA /
MMA, de autorizagao n. 29.915-1).

Tabela 1 - Dados de coleta das espécies de Salvia L. (Lamiaceae).

Nome da espécie Local de coleta Data de coleta

Secéo Coerulea Epl.

S. guaranitica A. St.-Hill ex Picada Café 08/10/2010

Benth.

Secéo Rudes (Benth.) Epl.

S. cordata Benth. Amaral Ferrador 26/10/2010

S. borjensis E.P. Santos Passo do Felicio, municipio de Julio de Castilhos 08/12/2010
Jari 08/12/2010

S. ovalifolia A. St. Hill ex Benth. Sao Francisco de Paula 11/10/2010

Secdo Ulisinosae Epl.

S. procurrens Benth. Amaral Ferrador 04/11/2010
Passo do Felicio, municipio de Julio de Castilhos 08/12/2010

S. uliginosa Benth. BR 116, Canoas 29/11/2010

A obtencéo dos 6leos essenciais foi realizada a partir de partes aéreas frescas.
Para a obtencdo dos extratos, o material vegetal (partes aéreas se S. procurrens e S.
uliginosa) foi seco em ambiente arejado ao abrigo da luz direta. Apés, foi moido e

armazenado até o momento da utilizagéo.
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4.2. Extracao de 6leos essenciais

Os dleos essenciais foram obtidos a partir das plantas frescas, reduzidas com
o auxilio de triturador mecanico e submetidas a hidrodestilacdo em processo continuo
com aparelho de Clevenger, durante 4 horas. A quantificacéo foi realizada por leitura
do volume coletado no frasco florentino do aparelho de Clevenger (Farmacopéia,
2001; OMS, 1992). ApGs, os 6leos obtidos foram armazenados sob refrigeracdo, em

frascos de vidro ambar, até a analise dos constituintes.

4.3. Analise quimica dos Oleos essenciais

Os Oleos essenciais foram diluidos em uma raz&o 2:100 (V/V) em éter etilico.
O material diluido foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) para a identificacdo dos constituintes presentes nas amostras e
cromatografia gasosa com detector de ionizagcdo de chama (CG/DIC) para a

quantificacao.

4.3.1. Cromatografia gasosa

A andlise quantitativa foi realizada em um cromatégrafo gasoso Shimadzu GC
17 A equipado com coluna capilar de silica fundida DBs (com 25 m de comprimento e
0,25 mm de diametro interno, preenchida com polidimetildifenilsiloxano, contendo 5 %
de grupamentos fenila com um filme de 0,25 um de espessura) para a separacao dos
constituintes. O injetor foi programado para 220 °C (com divisdo de fluxo —
split/splitless — 1:20) e o programa de temperatura para a coluna operou de 60 a
300°C a 3°C/min. Hélio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80 kPa e
velocidade linear de 1 mL/min. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram utilizados

como gases auxiliares, na razdo de 1:1:10, respectivamente. A composi¢ao

30



percentual foi obtida por integracéo eletronica utilizando o software CR10 (Shimadzu)
e detector de ionizagédo de chama (DIC, 250 °C).

4.3.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Todas as amostras foram analisadas por CG/EM, utilizando aparelho Shimadzu
QP 5000 com quadrupolo cilindrico operando com energia de ionizacao de 70 eV e
uma temperatura de interface de 250 °C. Foi utilizada coluna DBs (com 25 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, preenchida com
polidimetildifenilsiloxano, contendo 5% de grupamentos fenila com um filme de 0,25
um de espessura). O programa de temperatura operou de 60 a 300 °C a 3 °C/min,

utilizando hélio como géas de arraste a um fluxo de 1 mL/min.

4.3.3. Identificacdo dos constituintes

A identificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais obtidos foi conduzida por
comparacao de seus respectivos espectros de massas e indices de retencdo com
amostras auténticas e dados obtidos na literatura (Adams, 2001), ou ainda por
comparacao com espectros de massas registrados em banco de dados como NIST
62 e NIST 12 (National Institute of Standards and Technology).

4.4 Extracao via solvente

As espécies S. procurrens e S. uliginosa foram submetidas a extragdo com
diclorometano por maceragéo estatica, renovando-se 0 solvente até n&o verificar-se

acumulo de massa.
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4.5 Analise dos extratos

Os diferentes extratos obtidos foram analisados por cromatografia em camada

delgada utilizando-se diversos sistemas eluentes.

4.6 Método de Bioautografia

As amostras de Oleos essenciais e extratos diclorometano foram testadas
guanto a atividade antibacteriana contra a bactéria Staphylococcus aureus usando o
método de bioautografia. A metodologia da bioautografia pode ser dividida em trés
partes, duas preparativas (cromatografias em camada delgada a preparacdo dos
meios de cultura e microrganismos) e a propria bioautografia (Farmacopeia Brasileira,
1988). Os testes foram realizados na Faculdade de Farmacia da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

Primeiramente foram realizadas cromatografias em camada delgada (CCD)
com o0s Oleos essenciais de Salvia uliginosa e S. prucurrens utilizando o sistema
hexano: acetato de etila (97:3). Para o desenvolvimento do cromatograma dos
extratos diclorometano das duas espécies foi utilizado o sistema hexano:
diclorometano (1:1). Apés o desenvolvimento, os cromatogramas forma analisados

em luz UV (254 nm) onde foram marcadas as bandas mais aparentes.

Posteriormente, as CCD foram colocadas em placas de Petri juntamente com o
meio inoculado com as bactérias e, apods isso, as placas foram colocadas em uma

estufa a 37 “‘C onde permaneceram por 24 horas.

Apos 24 horas, os cromatogramas foram retirados da estufa e analisados. A
andlise foi feita a luz natural ou utilizando uma solugdo aquosa de cloreto de p-

iodonitrotetrazolio (0,01 g/100 mL) que marca com coloracdo vermelha onde estdo
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presentes 0s microrganismos vivos. As bandas que apresentaram atividade positiva
para as bactérias permanecem incolores. Logo, essas bandas foram raspadas e

analisadas em CG-EM para verificar a identidade do(s) composto(s) ativo(s).

4.7 Avaliacao da Atividade Amebicida

Este teste foi realizado apenas com os extratos diclorometano das espécies da
secdo Uliginosae devido ao baixo rendimento de Oleos essenciais das outras
espécies e das mesmas. Os extratos foram solubilizado com 1% de Tween 20 e agua
para obtencdo de uma solugdo com concentracao de 20 mg/mL. Para realizacdo dos
ensaios de atividade amebicida, 100 pL das culturas de Acanthamoeba (na
concentracdo de 1,6x10* trofozoitos/mL) e 100 pL de cada solucdo teste foram
inoculadas em cada po¢co de uma placa de 96 pocos. A placa foi selada com
parafiime e incubada a 30 °C, sendo monitorada em microscopio invertido. Apos 24 e
48 horas, os trofozoitos viaveis foram contados utilizando uma camara de contagem
de Fuchs-Rosenthal, verificando assim também os cistos. A viabilidade foi verificada
utilizando azul de tripan. Como controle negativo foi utilizado agua estéril contendo
1% de Tween 20 e como controle positivo foi utilizado metronidazol na concentracéo
de 32 ug/mL (Ondarza et al., 2006), testado contra a cepa de origem clinica. Os

experimentos foram realizados em triplicata com ao menos duas repeticoes.
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5. Resultados e discussao






Espécies do género Salvia encontradas no Rio Grande do Sul subdividem-se
em oito secBes, sendo que as seis espécies coletadas e analisadas nesse trabalho
sao representantes das secfes Coerulea Epl., Rudes (Benth.) Epl. e Uliginosae Epl.
Assim, os resultados das analises cromatograficas dessas espécies foram agrupados

de acordo com as trés diferentes secdes as quais as espécies pertencem.

5.1 Rendimento e Composi¢do quimica do Oleo Essencial de Salvia
guaranitica (Secao Coerulea)

O rendimento do 6leo essencial, baseado no seu peso fresco (v/p), foi de
0,05%. A composicdo do Oleo extraido de S. guaranitica, junto com o indice de
retencdo e porcentagem dos componentes identificados foi encontrado utilizando CG-
EM (figura 10) e estdo sumarizados na tabela 2. Foram detectados 54 compostos
para esta espécie. O composto beta-cariofileno foi o principal componente do dleo,
representando 18,94% do mesmo. Este sesquiterpeno ndo é comumente encontrado
em O6leos essenciais de espécies de Salvia, mas ja foi identificado no 6leo essencial
obtido das partes aéreas de S. officinalis e S. triloba, ambas espécies exoéticas
cultivadas no Rio Grande do Sul. A partir do 6leo essencial dessas duas espécies, 13
componentes foram identificados sendo a-tujona e 1,8-cineol 0s principais

componentes (Delamare et al., 2007).

120,593,758
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Figura 10. Cromatograma do 6leo essencial de S. guaranitica obtido por Cromatografia a Gas
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).
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Tabela 2 - Composicéo quimica do 6leo essencial de S. guaranitica, pertencente a se¢éo Coeruleae.

N° do Pico IR* Componentes %
1 1346 a-cubebeno 0,3
2 1373 a-copaeno 6,4
3 1379 B-bourbuneno 0,4
4 1385 -cubebeno 0,5
5 1387 B-elemeno TR
6 1418 B-cariofileno 18,9
7 1423 B-gurjuneno 0,1
8 1432 a-guaieno 0,2
9 1448 a-humuleno 2,6
10 1471 y-muuroleno 0,8
11 1475 Germacreno D 3,3
12 1479 Ni 0,2
13 1484 Trans-muurola-4(14), 5-dieno 0,3
14 1489 Valenceno 0,6
15 1491 a-selineno 0,3
16 1493 a-muuroleno 0,6
17 1497 Germacreno A 0,3
18 1506 y-cadineno 0,4
19 1511 Cubebol 1,2
20 1521 O-cadineno 7,7
21 1527 Cadina-1,4-dieno 0,4
22 1533 a-cadineno 0,1
23 1536 a-calacoreno 0,2
24 1545 Ni 0,4
25 1548 Elemol TR
26 1565 E-nerolidol 2,2
27 1580 Oxido de cariofileno 9,6
28 1583 Globulol 4.8
29 1605 Epodxido de humuleno |l 1,0
30 1609 Ni 0,3
31 1624 1-epi-cubebol 0,4
32 1631 Ni 2,2
33 1634 Cariofiladienol II 0,4
34 1638 T-cadinol 1,3
35 1641 T-muurolol 0,8
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Tabela 2- Composicéo quimica do 6leo essencial de S. guaranitica, pertencente a secdo Coeruleae

N° do Pico IR* Componentes %
36 1645 a-muurolol 0,9
37 1648 B-eudesmol 0,3
38 1655 a-cadinol 2,6
39 1666 Ni 0,2
40 1670 Ni 0,3
41 1684 Khusinol 0,4
42 1688 Ni 0,2
43 1695 Tridecanona 0,1
44 1710 Pentadecanal 0,7
45 1718 Ni 0,3
46 1740 2E, 6Z-farnesol 11,4
47 1747 Ni 0,1
48 1763 Ni 0,5
49 1770 Ni 0,2
50 1790 Ni 0,5
51 1806 Ni 0,3
52 1822 Ni 1,3
53 1838 Ni 0,3
54 1842 Ni 0,3

IR* - indice de reten¢do na coluna DB-5; Ni - ndo identificado; TR — tragos.

5.2. Rendimento e Composicido quimica do Oleo Essencial de Salvia
cordata, S. ovalifolia e S. borjensis (Secdo Rudes)

O rendimento dos 6leos essenciais foi calculado em funcéo do volume obtido e
do peso de material vegetal extraido, sendo em torno de 0,02% (v/p) para todas as

espécies.

A composicdo dos Oleos extraidos das espécies, junto com os indices de
retencdo e porcentagem dos componentes identificados, foi determinada utilizando
CG/EM (figura 11) e esta sumarizada na tabela 3. Foram detectados 41 compostos
em S. cordata, 28 em S. ovalifolia e 52 compostos em S. borjensis. Na composicao

quimica dos Oleos essenciais das trés espécies analisadas verificou-se a presenca de
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sesquiterpenos e alguns acidos graxos de cadeia longa. Para S. cordata, epi-globulol
foi o composto majoritario (32,3%); em S. ovalifolia houve a presenca de nonadecanal
(14,0% e 56,7%) nas duas amostras, coletadas nos municipios de Cacapava do Sul e
em S&o Francisco de Paula, respectivamente. No caso da espécie S.borjensis, o
composto majoritario foi espatulenol para as duas amostras (38,1% e 18,7%), de
coletas diferentes. Essa diferenca na concentracdo dos compostos majoritarios pode
ocorrer em funcdo das condi¢cdes edafoclimaticas sob as quais as plantas se
desenvolveram. Tais condi¢cfes incluem a insolacdo, a umidade, o solo e também a
altitude. Todos estes fatores podem influenciar na composi¢cédo dos Oleso essenciais,

nao somente de forma quantitativa quanto qualitativa.

Espatulenol foi previamente encontrado em outras espécies de Salvia tais
como S. candidissima, S. fruticosa, S. hydrangea, S. officinalis, S. purpurea e S.
rubifolia (Savelev et al., 2004; Pitarokili et al., 2006; Kotan et al., 2008; Cardile et al.,
2009).

Os compostos majoritarios das outras duas espécies representantes dessa
secdo, como nonadecanal e epi-globulol, ndo foram relatados para nenhuma espécie

de Salvia estudada anteriormente.
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Figura 11. Cromatogramas do 6leo essencial de A. Salvia cordata, B. S. ovalifolia e C. S. borjensis
obtidos por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).

Tabela 3 — Composicao quimica do 6leo essencial de S. cordata, S. ovalifolia e S. borjensis,
pertencentes a se¢do Rudes.

S. ovalifolia S. borjensis S. cordata

Pico IR* Componentes % (1) % (2) %(1) % (2) %

1 872 3-cis-hexenol 0,8

2 880 n-hexanol 0,4

3 1343 a-cubebeno 0,6 0,8

4 1345 a-copaeno 19 2,0

5 1368 B-bourboneno 1,2 0,6

6 1376 B-cubebeno 0,5

7 1382 B-elemeno 0,2 1,0

8 1384 B-cedreno 0,5

9 1403 B-cariofileno 0,7 15,5 4,5

10 1413 [B-copaeno 0,5

11 1420 B-gurjuneno 0,4

12 1435 a-humuleno 1,2 11

13 1440 Aromadendreno 4,0

14 1443 Allo-aromadendreno 2,2

15 1450 y-muuroleno 4.4 TR

16 1470 Germacreno D 7,0 0,5

17 1473 B-selineno 0,9 0,3

18 1475 Viridifloreno 1,2

19 1477 Fenil etil 3-metil 0,6

butanoato

20 1479 Biciclogermacreno 7,9

21 1481 a amorfeno 0,9

22 1484 Cupareno 0,8

24 1488 a-muuroleno 0,8
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Tabela 3 — Composicdo quimica do 6leo essencial de S. cordata, S. ovalifolia e S. borjensis, pertencentes

a secao Rudes.

S. ovalifolia S. borjensis S. cordata

Pico IR* Componentes % (1) % (2) % (1) % (2) %

25 1491 Germacreno A 0,5

26 1494 y-cadineno 0,3 0,2 0,9

27 1503 Cubebol 0,4

28 1506 O-cadineno TR 11 58 3,1

29 1515 Espatulenol 9,9 0,4 38,2 18,7 11,6

30 1552 E-nerolidol 1,9 0,7 2,5

31 1569 Oxido de cariofileno 2,4 1,8 TR 33

32 1576 Globulol 3,8 59 15 3,7

33 1579 Epi-globulol 1,0 1,2 32,3

34 1586 Guaiol 0,7

35 1592 5-epi-7-epi-a-eudesmol 0,6 1,4 0,5

36 1621 Eudesmol 0,3

37 1628 Iso-espatulenol 1,6 1,8 4,6

38 1633 T-cadinol 3,4 1.4

39 1634 Cubenol 2,7 0,4

40 1635 T-muurolol 2,0

41 1637 a-muurolol 0,5 0,3 2,2

43 1640 a-cadinol 3,5 14 2,1

44 1664 Khusinol 0,1

45 1684 Pentadecanona 2,8 1.4

46 1734 2E, 6Z-farnesol 0,6

47 1839 2-heptadecanona 1,6 3,7

48 1891 Heptadecanona 3,7 1,6

49 1970 Acido hexadecandico 4,8 6,3 6,3 15

50 2092 Heneicosano 0,6 0,3

51 2110 Nonadecanal 14,0 56,7 15,9 50 3,3

52 2203 Docosano 0,9

53 2302 Tricosano 1,0 2,0

54 2472 1-pentacoseno 0,3

55 2498 Pentacosano 1,2 29

56 2702 Heptacosano 1,9 4,6 1,8

57 2798 Octacosano 0,2

58 2901 Nonacosano 1,8 2,3 15

59 3101 Untriacontano 1,7 1,3

IR* - indice de retengdo na coluna DB-5; Tr — tragos.
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5.3. Rendimento e Composicdo Quimica do Oleo Essencial de Salvia
procurrens e Salvia uliginosa (Secé&o Uliginosae)

As espécies Salvia procurrens e S. uliginosa sdo duas das trés espécies
representantes da secéo Uliginosae no Rio Grande do Sul. Apresentam-se na forma
de ervas rasteiras ou subarbustos, suas flores sdo azuis e nelas existem glandulas de
coloracdo ambar visiveis a olho nu. Amostras dessas espécies foram coletadas nos
municipios de Amaral Ferrador, Canoas (BR 116) e Julio de Catilhos, entre os
periodos de outubro de 2010 a junho de 2011.

O rendimento dos 0leos essenciais, baseado em seu peso fresco (v/p), foi de
0,2% para Salvia procurrens e 0,1% para S. uliginosa. As duas amostras se
apresentaram de coloracdo laranja—avermelhada. A composi¢cdo quimica do 6éleo
extraido dessas espécies, juntamente com seus indices de retencdo e porcentagem

dos componentes identificados por CG/EM (figura 12) estdo sumarizados na tabela 4.

A. S. procurrens
25,486 464

50+

o5 50 75

B. S. uliginosa
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial de A. Salvia procurrens e B. S. uliginosa, obtido por
Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).

Estas espécies apresentaram sesquiterpenos e &cidos graxos como
componentes majoritarios. Dentre eles, o acido hexadecandico apresentou uma
concentracdo de 22,18% e 30,12% para S. procurrens e S. uliginosa,
respectivamente, sendo este o composto majoritario. Entre os sesquiterpenos,
nonadecanal foi 0 que apresentou maior relevancia nas analises para S. procurrens

(13,18%) e para S. uliginosa foi o sesquiterpeno n-nonadecano (17,46%).

Tabela 4 — Composicao quimica do 6leo essencial de S. procurrens e S. uliginosa, pertencentes a
secao Uliginosae Epl.

S. procurrens S. uliginosa

Pico IR* Componentes % (1) % (2) %

1 1370 a-copaeno 1,3 1,1

2 1452 Allo-aromadendreno 0,2

3 1479 E-B-ionona 0,8 2,5

5 1515 Cis-calameneno 0,6

8 1561 E-nerolidol TR

9 1566 3Z-benzoato de hexenila 0,3

10 1572 Espatulenol 11 1,9

11 1576 Oxido de cariofileno 0,8 0,9

12 1578 Globulol 0,6

13 1579 Ni 0,1

14 1586 Epi-globulol 0,9

15 1590 Gleenol 3,4 3,6

16 1598 5-epi-7-epi-eudesmol 0,3

17 1624 1-epi-cubenol 0,5 0,6 0,5
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Tabela 4 — Composicao quimica do 6leo essencial de S. procurrens e S. uliginosa, pertencentes a
secéao Uliginosae Epl.

S. procurrens S. uliginosa
Pico IR* Componentes % (1) % (2) %

18 1637 Iso-espatulenol 0,7

19 1640 T-cadinol 0,3 1,0

20 1643 T-muurolol 0,9 0,4
21 1646 a-muurolol 11
22 1652 a-cadinol 0,5 0,8

23 1670 Cadaleno 0,2

24 1707 Pentadecanal 0,2
25 1778 Acido pentadecanoico 4,1

26 1833 Tridecanediol 0,2

27 1839 Heptadecanona 1,3

28 1861 Ftalato 0,5 0,7
29 1895 2-heptadecanona 2,3 3,1

30 1896 n-nonadecano 17,5
31 1982 Acido hexadecanoico 22,2 18,7 30,1
32 2112 Nonadecanal 13,2 0,2 4.5
33 2172 Acido octadecanoico 1,1 1,1
34 2303 Tricosano 0,7 0,8
35 2500 Pentacosano 0,7 1,3
36 2598 Hexacosano 0,3 0,3
37 2704 Heptacosano 1,2 2,9
38 2802 Octacosano 0,3 0,4 0,3
39 2906 Nonacosano 2,6 0,4 15
40 3001 Triacontano 0,6 0,6

41 3099 Untriacontano 0,5
42 3106 Hentriacontano 1,8

43 3201 Dotriacontano 0,4

44 3225 Tritriacontano 2,1

IR* - indice de reten¢&o na coluna DB-5, Ni - ndo identificado.

Devido as diferentes combinacdes de umidade, relevo, clima, vegetacao,
temperatura e solos do Rio Grande do Sul, o teor e a composicédo quimica dos Oleos
essenciais podem variar. Estudos recentes com uma espécie de Eupatorium
(Asteraceae) demonstraram que existe correlacdo positiva entre a proporgéo de

macroelementos no solo e o teor do 6leo essencial das partes aéreas dessa planta
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(Gudaityté e Venskutonis, 2007). Outro fator muito importante para estas diferencas é
o clima. Na maior parte do Estado ocorre clima subtropical imido sem estiagem,
exceto nos locais com altitude proximas ou superiores a 600 m onde ocorre clima
mais temperado umido sem estiagem. Os diferentes locais de coleta de S. procurrens,
em altitudes de cerca de 150 m (Amaral ferrador) e 500 m (Julio de Castilhos),
poderiam justificar as diferengas qualitativas e quantitativas encontradas.

A sazonalidade também tem influéncia sobre a producédo de 6leo essencial em
muitas espécies. Muitos autores demonstraram que o rendimento de 6leo é maior nos
meses mais quentes para Salvia officinalis, Eucalyptus citriodora e Artemisia
dracunculus (Sangwan et al., 2001). Esses fatores podem ter influenciado no teor e

na composicao quimica dos 6leos essenciais dessas espécies.

Como ja citado anteriormente, muitos sdo os estudos que relatam a
composicdo quimica de diferentes espécies de Salvia. Cabe ressaltar que, na maioria
deles, a presenca de compostos monoterpénicos € bastante relevante. Ozkan et al.
(2010) estudaram a composicdo quimica do 6leo essencial de S. pisidica e suas
possiveis atividades biologicas. Esta espécie € uma das 86 espécies nativas do
Turquia. A andlise quimica da composicdo mostrou que 90% dos compostos sdo
monoterpénicos, entre eles o linalol, verbenol, limoneno, canfeno, a-pineno e p-

cimeno estavam presentes no 6leo.

Outro estudo realizado por Kotan et al. (2008) mostrou que o Oleo de S.
hydrangea, espécie encontrada na Turquia, foi caracterizado por uma quantidade
relativamente elevada de monoterpenos oxigenados (69,6%) e sesquiterpenos
(23,4%). Resultados semelhantes ocorreram com essa mesma espécie coletada no
Ird (Rustaiyan et al., 1997; Barazandeh, 2004).

Delamare et al. (2007) identificaram os compostos presentes em duas espécies
de Salvia: S. officinalis e S. triloba, ambas espécies exdticas cultivadas no Rio grande
do Sul. Para estas duas espécies foram encontrados 31 componentes no 6leo

essencial, dentre eles 27 eram monoterpenos.
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Pitarokili et al. (2006) estudaram a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais
de trés espécies de Salvia nativas da Grécia. Para S. verticillata, S. verbenaca e S.
candidissima, os principais compostos presentes em seus 6leos foram monoterpenos.
S. verticillata apresentou 28 compostos no total do 6leo, dentre eles 64,5% eram
monoterpenos. S. verbenaca apresentou 19 compostos sendo 56,4% monoterpenos e
em S. candidissima 36 componentes foram identificados, sendo 70,9% deles

monoterpenos.

Ainda que, de um modo geral, os componentes de 6leos essenciais de Salvia
sejam do grupo dos monotepenos, relatos de espécies ricas em sesquiterpenos
também sdo encontrados. Sdo exemplos 6leos essenciais de S. glutinosa e S.
hypoleuca apresentando 32,2% e 44,9% de sesquiterpenos, respectivamente (Gulacti
(Gulacti et al., 1996; Nickavar et al., 2005).

Com base nesses estudos pode-se concluir que na maioria das espécies de
Salvia 0 maior grupo de compostos presentes nos 0leos essenciais é constituido por
monoterpenos. A variagdo de compostos verificadas nesse trabalho pode ser
atribuida a diferenca de regido geogréfica, altitude, clima e hora da coleta. Porém, é
necessario levar em consideragdo que as plantas nativas pertencem a outros taxons,
ainda ndo investigados do ponto de vista quimico. Assim, a auséncia de
monoterpenos e presenca de compostos como acido hexadecandico, por exemplo,
pode ser uma caracteristica taxonémica. A fim de confirmar essa hipétese, anélise de

outros vegetais pertencentes a essas secdes sd0 necessarias.

5.4 Extracao via solvente e Analise preliminar dos extratos

As partes aéreas das espécies S. procurrens e S. uliginosa, ambas da secéo
Uliginosae, apresentam glandulas de coloragdo ambar, visiveis a olho nu. Essas

estruturas coloridas foram observadas somente nessas duas espécies.
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Usualmente os constituintes encontrados em glandulas secretoras sdo 6leos
essenciais. Entretanto, diterpenos também podem ser encontrados nessas estruturas
vegetais (Siebert, 2004). Considerando o baixissimo rendimento em 0leos essenciais
das espécies de Salvia estudadas, decidiu-se obter extratos diclorometano das duas
espécies portadoras de glandulas coloridas, objetivando verificar a presenca de
diterpenos nestas plantas.

As partes aéreas das duas espécies foram submetidas a extracdo com
diclorometano. No momento do contato do solvente com o material vegetal,
desenvolveu-se uma intensa coloracdo laranja. Com o passar do tempo, o0 extrato

tornou-se esverdeado devido a concomitante extracdo de clorofilas.

O género Salvia, conforme citado anteriormente, € uma rica fonte de
diterpenos. Grande parte dos diterpenos é incolor devido a auséncia de insaturagdes
na molécula. No entanto, os diterpenos de nucleo abietano apresentam estrutura
saturada, podendo se apresentar fortemente coloridos devido a presenca de
grupamento quinona. Esses abietano-quinonas, diterpenos encontrados em espécies
desse género, podem apresentar uma, duas ou até trés carbonilas na molécula
(Kabouche e Kabouche, 2008).

As analises cromatogréficas foram realizadas em gel de silica utilizando
diferentes proporgdes de diclorometano: hexano, conforme indicado na literatura para
diterpenos. Apos o desenvolvimento do cromatograma, verificou-se em ambas as
plantas a presenca de diversas bandas fortemente coloridas no visivel, ndo havendo

necessidade de agentes cromogénicos.

Assim, é possivel sugerir que 0s componentes presentes nas glandulas dessas

espécies sejam diterpenos de nucleo abietano-quinona.
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5.5. Atividade Antibacteriana de Oleos Essenciais e Extratos
Diclorometano de S. procurrens e S. uliginosa

Muitos sé@o os estudos que relatam o potencial biolégico de Oleos essenciais.
Entre as atividades mais estudadas estd a antibacteriana, que vem ganhando
destaque em muitas pesquisas nas Ultimas décadas (Magiatis et al., 1999; Pérez et
al., 1999; Bailac et al., 2000).

Produtos isolados de 6leos essenciais foram avaliados devido a esta atividade
e muitos compostos mostraram agéo antibacteriana, destacando-se: tujona, 1,8 cineol
e canfora (Sivropoulou et al., 1997; Delamare et al., 2007), cariofileno e 6xido de
cariofileno (Azaz et al., 2002), carvacrol, y-terpineno e p-cimeno (Baydar et al., 2004),
limoneno, linalol, nerol, geraniol, verbenona, a-pineno, octanal, &cido octandico
(Inouye et al., 2001).

Muitas técnicas diferentes séo utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana
de Oleos e extratos, sendo uma delas a cromatografia em camada delgada (CCD)
com deteccdo por bioautografia. Esta consiste numa modificacdo na técnica de
difusdo em &agar, utilizada para detectar compostos com atividade antibacteriana em
misturas. Basicamente esta técnica consiste no acoplamento de uma placa de CCD
em uma placa de Petri com o microrganismo ja inoculado. Esta placa, contendo o
in6culo é incubada a 37 °C durante 24 horas. Esta técnica permite a deteccédo de

compostos microbiologicamente ativos em amostras de 6leos essenciais e extratos.

A atividade antibacteriana de 6leos essenciais e extratos diclorometano de S.
uliginosa e S. procurrens foi testada através do método de bioautografia. Para tanto, a
cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi inoculada em 100 mL de meio de
cultura Muller-Hinton. Para o ensaio, todas as amostras (aproximadamente 0,05 mL

de Oleo e 50 mg de extrato) foram ressuspendidas em 1 mL de diclorometano.

As amostras foram aplicadas sobre placas de silica gel GF2s4 (2,5 X 5,0 cm) as
guais foram submetidas ao sistema eluente hexano: acetato de etila (97:3), para os
Oleos essenciais e hexano: diclorometano (1:1) para o extrato diclorometano. Apés

secagem, as placas cromatografadas foram colocadas em uma placa de Petri e sobre
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elas verteu-se 20 mL do meio de cultura Muller-Hinton contendo a suspensao
bacteriana. Em seguida as mesmas foram incubadas a 37 °C. Apds nitido
crescimento dos microrganismos (24 h), a ocorréncia ou nao, de halos de inibicéo foi

observada. Os testes foram realizados em triplicata.

O ensaio de atividade antibacteriana permitiu evidenciar que alguns dos
componentes dos O6leos essenciais de S. procurrens e S. uliginosa, da Secao
Uliginosae, foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus, conforme pode ser

verificado nas figuras 13 e 14.

N\

Figura 13. Bioautografia do 6leo essencial de S. procurrens demonstrando halos de inibicdo de
crescimento bacteriano.

Figura 14. Bioautografia do 6leo essencial de S. uliginosa demonstrando halos de inibicdo de
crescimento bacteriano.

50



Os ensaiso de bioautografia foram também aplicados aos extratos
diclorometano dessas duas espécies. Os resultados podem ser verificados nas

figuras 15 e 16.

Figura 15. Bioautografia do extrato diclorometano de S. procurrens mostrando halos de
crescimento bacteriano.

Figura 16. Bioautografia do extrato diclorometano de S. uliginosa demonstrando halos de
inibicdo de crescimento bacteriano

Verificou-se que nos extratos diclorometano das duas espécies ha presenca de
compostos com evidente atividade antibacteriana contra S. aureus. Pela polaridade
dos compostos evidenciados nos cromatogramas e pelas coloracdes apresentadas,
pode-se inferir que, a0 menos em parte, 0S compostos responsaveis pela atividade
sejam da classe dos diterpendides e alguns, possivelmente, do tipo abietano-quinona.

Por apresentar limitacdes para substancias com baixa difusibilidade no meio de
cultura, esse método de ensaio para atividade antibacteriana foi utilizado somente
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como teste preliminar qualitativo. Emprega-se esse método para deteccdo de
atividade antibacteriana, pois € um método simples, rapido e confiavel para testar os
efeitos antimicrobianos de extratos de plantas e de substancias puras, podendo assim
direcionar o isolamento dos compostos bioativos, tendo sido empregados com

extratos de diversas plantas medicinais (Hostettmann, 1998; Ulubelen et al., 2000).

Assim, o0s resultados obtidos nesse estudo sao preliminares e para
determinacdo da atividade antibacteriana dos Oleos essenciais e dos extratos
diclometano das espécies de Salvia em estudo, novos experimentos SA0 necessarios,
utilizando outras técnicas e outros microrganismos. Da mesma forma, fracionamento
das amostras deverda ser realizado visando determinar 0s componentes responsaveis
pela atividade. Entretanto, essa etapa devera ser realizada apenas com 0s extratos
diclorometano uma vez que o baixissimo rendimento de 6leos essenciais ndo permite

o fracionamento dos mesmos.

5.6. Atividade Amebicida do Extrato Diclometano de Salvia

procurrens e Salvia uliginosa

A atividade amebicida dos extratos diclorometano de S. procurrens e S.
uliginosa foi testada contra trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga. Os experimentos
foram acompanhados por meio de microscépio optico invertido durante todo o periodo
dos testes para verificacdo da viabilidade celular dos trofozoitos. Para verificacdo da
viabilidade dos trofozoitos, foi utilizado o corante azul de Tripan, que tem a
propriedade de corar células invidveis. Os testes foram realizados em placas de

cultura de células e as contagens foram realizadas em camara de Fuchs-Rosenthal.
As concentragfes finais testadas (7,5, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 mg/mL) foram

definidas com base em trabalhos prévios realizados pelo grupo de pesquisa (Rdodio et
al., 2008; Sauter et al., 2011).
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Os experimentos realizados com a cepa de A. polyphaga de procedéncia
clinica (ATCC 30461) mostraram que ap0s 24 horas o extrato diclorometano de S.
procurrens n&o apresentou atividade, enquanto que o extrato de S. uliginosa mostrou
atividade de 100% nas concentracdes de 7,5 e 5 mg/mL, 70% nas concentracbes 2,5
mg/mL e cerca de 60% em 1,25 mg/mL. Contudo, na concentracéo de 0,625 mg/mL o
extrato ndo apresentou atividade (figura 17). O grupo controle recebeu apenas agua

com 1% do agente tensoativo (Tween 20).

Os resultados foram baseados em comparagcdo com 0 grupo controle,

sendo estatisticamente significativo (p< 0,05).

120%

80% T
60% T

40%

20% ﬁ

0% T
0,625 mg/MI 1,25mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 7,5mg/mL
Concentragao do extrato

e
—
o
o
X

% de Mortalidad

Figura 17. Atividade amebicida do extrato de Salvia uliginosa frente a A. polyphaga (AP2 - ATCC
30461). As colunas representam as médias da atividade de cada concentracdo de extrato testada, em
relacdo ao controle (p< 0,05 vs controle)

A atividade amebicida verificada neste trabalho poderia ser atribuida aos
diterpenos, provaveis componentes do extrato diclorometano de S. uliginosa. A
atividade de diterpenos frente a varios protozoarios vem sendo relatada na literatura.
Sao exemplos os diterpenos de Azorella yareta (Apiaceae) com atividade anti-
Trichomonas vaginalis (Loyola et al., 2001); abietano-quinonas de Perovskia
abrotanoides (Lamiaceae) com atividade leishmanicida e antiplasmodica

(Sairafianpour et al., 2001).
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Especificamente para o género Salvia, também s&o encontrados alguns
relatos de atividade antiprotozoaria: Kabouche e Kabouche (2008) isolaram
diterpendides do tipo abietano de espécies de Salvia 0s quais apresentaram atividade
antiparasitaria; Tan et al. (2002) isolaram dois novos diterpenos do extrato acetdnico
de Salvia cilicica e estes diterpenos apresentaram atividade antiparasitaria frente a
duas espécies de Leishmania (L. donovani e L. major). Extratos de algumas espécies
de Salvia encontradas no sul da Africa apresentaram atividade antiparasitaria contra
Plasmodium falciparum e os autores acreditam que essa atividade seja causada por

diterpenos presentes na sua composi¢cao (Kamatou et al., 2008).

Apesar de os extratos das duas espécies de Salvia da secdo Uliginosae
apresentarem compostos com comportamento cromatografico de diterpenos do tipo
abietano-quinona, apenas o extrato de S. uliginosa mostrou-se ativo. Para identificar
0S componentes ativos presentes no extrato € necessario proceder ao isolamento dos

mesmaos.

Um fato que merece ser ressaltado € que durante o tratamento com o
extrato diclorometano ndo se verificou encistamento das amebas. Conforme citado
anteriormente, o agente terapéutico ideal para o tratamento de infec¢cdes por
Acanthamoeba necessita ser amebicida, n&do permitindo o0 encistamento dos

protozoarios.
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6. Conclusoes






Os resultados obtidos neste trabalho referentes as espécies de Salvia

permitem as seguintes conclusoes:

- O rendimento dos Oleos essenciais extraidos foi de 0,05% para S. guaranitica,
0,02% para S. ovalifolia, S. borjensis e S. cordata, 0,1% para S. uliginosa e 0,2% para

S. procurrens;

- O dleo essencial de S. guaranitica (secdo Coerulea) é caracterizado pela presenca

exclusiva de sesquiterpenos, sendo B-cariofileno (18,9%) seu componente majoritario;

- Na composicdo dos o6leos de S. cordata, S. ovalifolia e S. borjensis, todas
pertencentes a secdo Rudes, verificou-se a presenca de sesquiterpenos e alguns
acidos graxos de cadeia longa. Salvia cordata teve como composto majoritario epi-
globulol (32,3%); para S. ovalifolia nonadecanal foi o majoritario nas duas amostras
(14,0% e 56,7%) e para S. borjensis 0 composto majoritario foi espatulenol (18,7% e

38,1%), nas duas amostras analisadas;

- Os constituintes desses 6leos essenciais de Salvia uliginosa e S. procurrens, ambas
pertencentes a secdo Uliginosae, também foram sesquiterpenos e alguns acidos
graxos. Para as duas espécies o composto majoritario foi acido hexadecandico,

22,2% e 30,1%, para S. procurrens e S. uliginosa respectivamente;

- As glandulas de coloracdo ambar presentes em S. procurrens e S. uliginosa (secao
Uliginosae) possivelmente apresentam na sua composicdo diterpenos de nucleo

abietano-quinona,

- Os Oleos essenciais e 0s extratos diclorometano de S. procurrens e S. uliginosa,

mostraram atividade frente a Staphylococcus aureus pelo método de bioautografia;

- O extrato diclorometo de S. uliginosa apresentou atividade amebicida contra

Acanthamoeba polyphaga. Esse extrato foi mais ativo nas concentracoes de 5 e 7,5
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mg/mL, inviabilizando 100% dos trofozoitos. Nas concentracdes mais baixas, de 2,5 e
1,25 mg/mL o extrato inviabilizou cerca de 70% e 60% e na concentragéo de 0,625

mg/mL néo verificou-se atividade;

Os Oleos essenciais e extratos diclorometano obtidos das espécies S.
procurrens e S. uliginosa apresentaram resultados promissores nos experimentos
realizados in vitro. Entretanto, estudos mais aprofundados s@o necesséarios para

identificar os compostos presentes nestas amostras.

A diferenca na composicdo quimica verificada nos Oleos essenciais das
espécies nativas, em relacdo as diversas espécies citadas na literatura, merece
investigacdo. E possivel que a auséncia de monoterpenos e presenca de compostos
como acido hexadecandico seja caracteristica de significAncia taxonémica para as

secdes a que pertencem as espécies analisadas nesse trabalho.
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