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Resumo

Na etnoboténica Portuguesa estdo descritas varias plantas aromaticas e medicinais
(PAM) que apresentam propriedades antioxidantes e antimicrobianas. A atividade
antioxidante é atribuida a substancias biologicamente ativas, principalmente aos compostos
fendlicos, que tém efeitos benéficos na salde humana, particularmente na reducdo de risco
das doencas cardiovasculares e de varios tipos de cancro. O estudo da atividade
antimicrobiana é de extrema importancia, dado que o aumento da resisténcia dos
microrganismos patogénicos aos antibidticos causa graves problemas de salde publica e
elevados prejuizos econdmicos. A espécie Salvia officinalis L. € uma PAM da familia
Lamiaceae que contém muitos compostos de interesse farmacoldgico, alguns dos quais ja
identificados. Assim com base nestas evidéncias, a presente investigacdo teve como objetivo
principal efetuar uma caracterizacdo morfoanatomica, fisiologica e bioquimica de Salvia
officinalis L. var. purpurascens, a salva rubra, de folhas jovens e adultas ao longo dos ciclos
vegetativos de 2011 e 2013, e relacionar a sua utilizacdo com possiveis a¢es farmacoldgicas,
tal como a sua importancia como antioxidante e a sua atividade antimicrobiana. Neste estudo
selecionaram-se plantas de Salvia officinalis L. var. purpurascens pertencentes a colecédo de
plantas aromaticas e medicinais existentes no Jardim Boténico da Universidade de Trés-os-
Montes e Alto Douro.

Verificou-se que as folhas de salva rubra apresentam uma anatomia tipica das plantas
pertencentes a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida. Apresentam mesofilo
heterogéneo, sdo dorsiventrais e com estomas reniformes de distribuigdo hipoestomatica. Em
ambas as paginas dos dois tipos de folhas surgem tricomas glandulares e ndo glandulares.
Pela andlise dos resultados € possivel constatar que em resposta a ontogenia foliar, a espécie
Salvia officinalis L. var. purpurascens apresentou diferencas significativas ao nivel da
anatomia, fisiologia e bioquimica. De facto, as folhas adultas de coloracéo verde apresentaram
uma maior area, bem como uma maior espessura da lamina total e dos tecidos condutores.
Adicionalmente, estas folhas registaram menores condutancias estomaticas e taxas de
transpiracdo, melhorando a eficiéncia intrinseca do uso da agua ao longo dos ciclos
vegetativos. Verificou-se ainda uma menor peroxidacdo lipidica das membranas celulares de
folhas adultas, que contribuiram certamente para a diminuicdo da perda de eletrolitos. Por
outro lado, as folhas jovens de coloracdo purpura registaram maior concentracdo de
pigmentos fotossintéticos e de ceras intra e epicuticulares sollveis. Relativamente ao efeito da

data de colheita, determinou-se uma maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e



amido, bem como de ceras soluveis e de suculéncia foliar, mas menor é&rea foliar e
concentracdo de agucares sollveis em setembro. J& quanto ao efeito do ano, verificou-se uma
maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e de amido e ainda de suculéncia foliar no
ano 2011, considerado o mais quente desde 1930. Em suma, as varia¢cGes nos parametros
estudados, quer na estacdo do ano quer do proprio ano de colheita, sugerem uma forte
influéncia das condices climaticas.

Relativamente aos compostos fenolicos analisados verificou-se uma clara
diferenciacdo entre as folhas secadas e frescas, sendo estas ultimas caracterizadas por uma
menor quantidade de fendis totais relativamente as amostras de folhas secadas. Verificou-se
ainda que as amostras de folhas frescas apresentam uma maior uniformidade entre si,
relativamente aos parametros em estudo (fendis totais, orto-difendis e flavonoides), quando
comparadas com amostras secas, 0 que indica a existéncia de uma maior similaridade entre
elas. A atividade antioxidante desta planta estd associada a acumulacdo de numerosos
compostos secundarios e organicos, nomeadamente os orto-difenois e flavonoides. Apesar de
ndo ser possivel inferir com precisdo quais sdo0 0s compostos responsaveis pela acdo
antioxidante, os orto-difendis e os flavonoides devem ser parcialmente responsaveis por esta
atividade.

A atividade antimicrobiana foi testada usando-se extratos etandlicos e hidroetandlicos,
para avaliar a sua possivel utilizacdo farmacoldgica. Os extratos foram testados em leveduras
das espécies Candida albicans (ATCC90028), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e
Candida oleophila (isolado na UTAD), e 3 bactérias das espécies Escherichia coli
(0157H7607914), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Listeria monocytogenes (ATCC
679). Verificou-se que o extrato em estudo inibiu apenas modestamente as espécies testadas.
As espécies mais susceptiveis foram a bactéria Staphylococcus aureus e Candida
parapsilosis, e as mais resistentes revelaram ser as espécies E. coli e C. albicans. Estes
resultados ainda que preliminares permitem antever alguma atividade antimicrobiana,
provavelmente devido aos flavonoides e orto-difendis, que foram encontrados em maiores

guantidades nesta variedade.

Palavras-chave: Salvia officinalis L. var. purpurascens, anatomia foliar, trocas
gasosas, metabolitos primarios e secundarios, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana.



Abstract

In Portuguese ethnobotanics, several medicinal and aromatic plants (MAP) have been
described by their antioxidant and antimicrobial properties. Epidemiological studies have
shown that MAP are rich in thousands of biologically active substances, namely phenolic
compounds. Most of these may have the potential to provide substantial health effects,
particularly in the reduction of cardiovascular diseases incidence and some types of cancer.
The study of the antimicrobial activity is also of extreme importance, since microorganisms
have developed resistance to antibiotics, which can cause serious public health problems.
Antibiotic resistance has been called one of the World’s most burning public health problem
affecting both current and future generations. The species Salvia officinalis contains many
compounds of pharmacological interest, some of them already identified. Based on these
evidences, this investigation aimed to make a morphoanatomical, physiological and chemical
characterization of Salvia officinalis L. var. purpurascens. Therefore, we studied the
composition of young and adult leaves over the growing seasons of 2011 and 2013 and relate
to their use with potential pharmacological actions, such as its importance as antioxidant and
antimicrobial activities. In this study we selected plants of Salvia officinalis L. var.
purpurascens from the collection of medicinal and aromatic plants existing in the Botanical
Garden of the University of Tras-os-Montes e Alto Douro.

It was found that this sage leaves feature have a typical anatomy of plants belonging to
the division Magnoliophyta, class Magnoliopsida. Have a heterogeneous mesophyll,
dorsiventral and reniform stomata with hypostomatic distribution. In both pages of leaves,
arise glandular and nonglandular trichomes.

It was also concluded that in response to leaf ontogeny, the species Salvia officinalis
L. var. purpurascens showed significant differences in the anatomy, physiology and
biochemistry.

From the analysis of the results, it was found that the adult leaves of this species
showed a greater leaf area, a greater total lamina thickness and more vascular tissues. These
leaves had a lower stomatal conductance and transpiration rates, improving the intrinsic water
use efficiency of water during the growing seasons. It was also observed a lower lipid
peroxidation of cell membranes of mature leaves, which certainly contributed to reducing the
electrolyte leakage.

On the other hand, the young leaves had a higher concentration of photosynthetic

pigments and soluble cuticular waxes. Concerning the harvesting date, it was observed a



higher concentration of photosynthetic pigments and starch, as well as a lower concentration
in soluble waxes and leaf succulence in September. However, we found a less leaf area and
lower concentration of soluble sugars in September. As for the effect of the year, there was a
greater concentration of photosynthetic pigments, starch and further leaf succulence in 2011,
considered the warmest year since 1930. In short, variations in the studied parameters, either
on the season or the same year of harvest, suggest a strong influence of climatic conditions.

About the phenolic compounds analysis, there was found a clear difference between
dry and fresh leaves, being the latest characterized by a smaller amount of total phenols
compared to dry ones. It was also found that samples of fresh leaves are more intrinsically
similar, with respect to parameters under study (total phenols, ortho-diphenols and
flavonoids), when compared with dry samples. The antioxidant activity was associated with
the accumulation of numerous secondary and organic compounds, including ortho-diphenols
and flavonoids. Although it is not possible to infer with precision the compounds which are
responsible for the antioxidant activity, these compounds must be partly responsible for this
activity.

The antimicrobial activity was tested using ethanolic and hydroethanolic extracts to
evaluate its possible pharmacological uses. The extracts were tested on yeasts of species
Candida albicans (ATCC90028), Candida parapsilosis (ATCC 22019) and Candida
oleophila (isolated in UTAD) and 3 bacteria of the species Escherichia coli (0157H7607914),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and Listeria monocytogenes (ATCC 679). It has been
found that the extract under study inhibited only modestly the tested species. The most
susceptible species were the bacteria Staphylococcus aureus and the yeast Candida
parapsilosis, and the most resistant were species of E. coli and C. albicans. These results, still
preliminary, allows us to suppose some antimicrobial activity, probably due to flavonoids and

ortho-dyphenols, found in high concentrations in this variety.

Keywords: Salvia officinalis L. var. purpurascens, leaf anatomy, gas exchange, primary and

secondary metabolites, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introducéo

.1 Enquadramento Tematico

A frase "Let food be thy medicine and medicine be thy food" é antiga e reflete os
principios de Hipocrates, uma das figuras mais importante e primordial da saude, considerado
0 pai da medicina. De acordo com Hipdcrates, os alimentos tinham um papel muito
importante na prevencao e no tratamento das doencas.

As plantas aromaticas e medicinais (PAM) apesar de apurarem e realcarem o sabor
dos cozinhados, possuem propriedades e nutrientes indispensaveis ao organismo, séo a fonte
de muitas substancias quimicas essenciais ao tratamento de muitos disturbios fisicos.

Muito do que sabemos sobre o valor medicinal das plantas provém da sabedoria
tradicional, transmitida ao longo das geracBGes. Varios desses “medicamentos” estdo
disponiveis comercialmente ha mais de um século.

Nos ultimos anos, os estudos sobre as PAM tém-se multiplicado rapidamente entre a
comunidade cientifica. A sua aplicacdo em praticamente todas as areas da salde tem gerado
publicacdes especificas e bastante direcionadas.

E possivel extrair componentes quimicos de todas as partes das plantas, incluindo
folhas, caules, flores, frutos, sementes e raizes. Uma boa parte dos medicamentos atualmente
disponiveis tém origem vegetal, 0 que leva a uma procura cada vez mais intensa de novos
principios ativos nas espécies vegetais. Em concreto as PAM oferecem uma série de novas
possibilidades. Alguns principios ativos estdo sujeitos a novas aplicagdes, enquanto outras
plantas comecam agora a revelar o seu potencial médico. A sua utilizacdo tem vindo a
aumentar nos ultimos anos, devido a valorizacdo do seu valor nutritivo, pelo seu reduzido
valor caldrico e pelos seus efeitos benéficos na prevencao de doencas e no bem-estar e salde.
Estudos recentes relacionam a utilizacdo destas plantas com a reducdo do risco do
desenvolvimento de algumas doencas crénico-degenerativas.

A salva rubra, Salvia officinalis L. var. purpurascens da familia Lamiaceae, e plantas
semelhantes, contém muitos compostos de interesse farmacolégico. E utilizada
frequentemente como infusdo ou condimento.

O facto de existirem bastantes trabalhos de caracterizagdo e estudos antimicrobianos
relativos as espécies de Salvia officinalis, planta aromatica e medicinal, os quais indicam o
seu interesse farmacoldgico e o parco estudo existente desta variedade de Salvia, foi o que

largamente nos motivou para proceder ao seu estudo mais exaustivo.
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.2  Objetivos

Conhecer e caracterizar os parametros foliares morfoanatdmicos, fisioldgicos e
quimicos das folhas jovens (coloracdo purpura) e adultas (coloracdo cinza-esverdeada) ao
longo do seu ciclo vegetativo; efetuar um estudo comparativo entre diferentes parametros
foliares, assim como avaliar a sua capacidade antimicrobiana em espécies bacterianas e
fangicas bastante frequentes, tanto no ambiente hospitalar como ambiental, viriam a
constituir-se como 0s objetivos deste trabalho de investigacdo. Assim, agronomicamente este
estudo vem abrir a possibilidade de rentabilizar regiGes do territorio nacional ndo suscetiveis
de serem aproveitadas para outro tipo de culturas, uma vez que esta variedade pode ser

produzida em solos marginais sem grandes custos.

1.3 Plantas Aromaticas e Medicinais

1.3.1 Resenha Historica

A estreita ligagdo Homem-Planta é j& bastante antiga. Desde tempos muito remotos
que o Homem aprendeu a utilizar as plantas para seu proveito (Joaquim, 2007; Rodrigues,
2007; Kaefer et al., 2008; Abranche, 2010; Pereira-Mdller, 2012). A utilizacdo de plantas
inicia-se com 0 seu aparecimento que, logo criou um contacto direto com a natureza,
desenvolvendo por imitacdo dos costumes dos outros animais e com a experiéncia acumulada
de ingestBes acidentais ou voluntarias de algumas espécies vegetais a sua aplicacdo no seu
quotidiano (Suarez, 2007; Bueno, 2008), armazenando assim, um vasto conhecimento acerca
de como usar muitas e variadas plantas (Rodrigues, 2007).

Os povos primitivos estavam familiarizados com as plantas do lugar onde viviam,
conheciam as suas propriedades medicinais, a sua toxicidade, utilizavam-nas frequentemente
nos ritos mitoldgicos, indumentarias e serviam muitas vezes como refor¢co de palavras
magicas, tdo usadas na época (Suarez, 2007). Queimavam plantas de odor agradavel para
pedir protecdo aos Deuses, constituindo, as de perfume desagradavel, um meio de afugentar
0S animais, 0s inimigos ou mesmo para afastar os Deuses maleficos. Aos aromas, sempre foi
associada a ideia de purificacdo. As plantas aromaticas empregues como oferendas, sempre
serviram para relacionar o homem com os Deuses, particularmente em momentos dificeis e
perigosos, como 0 nascimento, uma viagem, uma guerra ou até mesmo na morte (Proenca da
Cunha et al., 2011).
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A medicina tradicional chinesa e asiatica data a flora medicinal de 10000 anos a.C..
Entre os textos escritos mais antigos conhecidos, Pen Ts'ao "a Grande Fitoterapia” do chinés
Shen Nung, a qual remonta a 2800 a.C. (Suarez, 2007; Czelusniak et al., 2012; Pereira-
Miiller, 2012), é a mais importante, discorre sobre o poder curativo das ervas, descrevendo
mais de 250 plantas quanto ao sabor, fungdes, beneficios e precaugdes, além de uma lista de
mais de 150 doencas. Ha quem Ihe atribua a descoberta do cha (Pereira-Muller, 2012).

O registo mais antigo que se conhece sobre a sua utilizacdo, foi encontrado num
tumulo do Neolitico (entre 5000 e 2500 anos a.C.) no qual se encontraram vestigios de um
homem envolvido em plantas aromaticas, identificadas por restos de graos de pélen (Proenca
da Cunha et al., 2011).

No mundo ocidental conhecem-se herbarios desde a época dos Assirios, Babilonios,
Fenicios e Sumérios (Suarez, 2007; Abranche, 2010). No antigo Egito faradnico a Mitologia
estava presente nas relacbes homem, doenca e tratamentos. Thot era considerado como o Deus
fundador da Medicina, tendo-a ensinado aos sacerdotes (Proenca da Cunha et al., 2011). A
Deusa Isis seria, para além de protetora das mulheres e das criancas, também da cultura das
plantas medicinais e aromaticas e das leis da vida e da saude (Suarez, 2007; Proenca da
Cunha et al., 2011).

Num documento escrito, o famoso papiro decifrado em 1873 pelo egiptélogo aleméo
Georg Ebers (1700 a.C.), existe a seguinte afirmacgéo introdutoéria: “Aqui comega o livro
relativo a preparagdo dos remédios para todas as partes do corpo humano”. Provou-se que 0
papiro de Ebers representa o primeiro tratado médico egipcio conhecido, da primeira metade
do século XVI antes da era cristd, em que parte do seu texto é destinado ao tratamento das
doencas internas e, a restante, da indicacfes sobre a constituicdo dos medicamentos a
empregar, muitos dos quais sdo plantas aromaticas (Bueno, 2008; Proenca da Cunha et al.,
2011). Este famoso papiro cita aproximadamente 700 plantas com fins medicinais, entre elas
o0 alho, que se dava aos escravos que construiam as piramides, de modo a preserva-los das
enfermidades (Suarez, 2007).

Na medicina grega e romana, Hipdcrates (460-377 a.C.), Teofrasto (372-287 a.C.),
Dioscérides e Plinio "el Viejo" (século 1 d.C.), Claudio Galeno (131-200 d.C.) ocuparam-se
do estudo das plantas medicinais e da sua aplicacdo (Suarez, 2007).

Os Romanos beneficiaram muito dos conhecimentos gregos quanto a aplicacdo dos
perfumes e dos O6leos aromatizados que normalmente eram aplicados apés o banho.

Acreditavam nas virtudes dos banhos aromatizados com plantas, que usavam para restaurar o
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vigor sexual e diminuir os efeitos do vinho tomado em excesso (Proenca da Cunha et al.,
2011).

Plinio, "el Viejo", ou Gaius Plinius Secundus, unico autor do Império Romano,
escreveu a “Naturalis Historia” um vasto compéndio das ciéncias antigas composta por 37
volumes, dos quais oito sdo dedicados as plantas (Bueno, 2008; Pereira-Miller, 2012).

Os Arabes interessaram-se muito pela quimica, tendo desenvolvido, muito
especialmente, a destilacdo das plantas aromaticas. Ainda ha poucos anos em Portugal se
usava o alambique em cobre, de origem arabe, na destilacdo dos mostos vinicolas (Proenca da
Cunha et al., 2011).

Os Gregos utilizavam as ervas, conhecidas pelas suas propriedades aromaticas, e
constituiam a base do tratamento médico (Pereira-Miller, 2012). A partir do pensamento
hipocratico, que estabelecia relacdo entre ambiente e estilo de vida das pessoas, 0s processos
de cura deixaram de ser vistos apenas do ponto de vista espiritual e mistico. Atribuida como
um fendmeno natural, a origem das doengas passou entdo a ser estudada de um modo mais
cuidado. Hipocrates considerado o ”Pai da Medicina” reuniu na sua obra "Corpus
Hipocratum™ a sintese dos conhecimentos médicos do seu tempo, indicando para cada
enfermidade o remédio vegetal e o tratamento adequado (Joaquim, 2007; Abranche, 2010).

Galeno, a quem se ficou a dever algumas das formas farmacéuticas precursoras das
que ainda hoje sdo usadas (Joaquim, 2007), e Teofrasto um dos primeiros a dedicar-se
exclusivamente ao mundo vegetal, que com a sua obra “De Historia Plantarum e De Causis
Plantarum”, deixa descri¢des botanicas muito precisas, acompanhadas de indica¢des sobre 0s
efeitos toxicos e as propriedades curativas que foram importantes para a terapéutica (Bueno,
2008). Contudo, quem posteriormente se destaca no campo das PAM é Pedanius Dioscorides
que, recolhe abundante informacdo sobre plantas das regibes do norte de Africa, ao
acompanhar os exércitos romanos. Escreve o tratado “De Materia Medica” que representa um
marco historico no conhecimento de numerosos farmacos, muitos dos quais ainda usados.
Nele, se descrevem cerca de 600 produtos de origem vegetal, animal e mineral, com
indicagdes sobre o seu uso médico (Bueno, 2008; Proenca da Cunha et al., 2011).

Ja na ldade Média (século V ao XV), a medicina e os estudos das plantas medicinais
estagnaram por um longo periodo. O interesse pelo mundo material diminuiu, passando o
homem a ser visto como o centro do Universo, em contraposi¢do ao divino e sobrenatural.

Muitos escritos gregos foram esquecidos ou mesmo perdidos (Abranche, 2010). Neste
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periodo, no mundo é&rabe, destaca-se Avicena ao escrever o “Canon”, como 0 maior
impulsionador da medicina da natureza e das plantas (Suarez, 2007).

De destacar o ensino de medicina feito no Mosteiro de Santa Cruz em Coimbra. Nele
forma-se S. Frei Gil de Santarém (1115 ou 1187-1265) a quem se atribui um receituario que
inclui muitas plantas arométicas (arruda, funcho, losna, etc.). Pelo Mosteiro passa Pedro
Julido (1205-1277) que depois estuda em Paris onde é conhecido por Pedro Hispano, médico
notavel (Figura 1) que ascendeu ao papado com o nome de Jodo XXI. A ele se atribui a obra
“Thesaurus Pauperum” onde sdo referidas muitas plantas aromaticas orientais tais como, o
calamo-aromatico, o cravinho, o gengibre, a canela, a noz-moscada, o sandalo, a zedoéria,

entre outras (Proenca da Cunha et al., 2011).
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Figura 1 - Gravura de Pedro Hispano, Papa Jodo XXI, com o brasdo de armas (Fonte: Cardoso et al., 2009)

Com o Renascimento, a botanica deu um grande salto, as plantas voltaram a ser
catalogadas e deu-se lugar a experimentacao (Pereira-Miller, 2012).

Nesta época quem destacadamente se notabilizou foi Garcia de Orta (Joaquim, 2007),
natural de Castelo de Vide, médico pessoal de D. Jodo I, que se estabeleceu como médico em
Goa, onde editou em 1563, a sua obra mais importante, os “Coloquios dos simples e drogas
he cousas medicinais da India, e assi dalguas frutas achadas nella onde se tratam alguas
cousas tocantes amedicina, pratica, e outras cousas boas, pera saber”. Livro que aborda um
grande nimero de "drogas"” orientais de origem vegetal, apresentando a primeira descri¢éo
rigorosa, feita por um europeu, das caracteristicas botanicas (tamanho e forma da planta), a
origem e as propriedades terapéuticas de muitas plantas medicinais (Pereira-Miiller, 2012).

A divulgagdo dos “Coloquios” de Garcia de Orta acaba por ser feita pelo notavel
botanico francés Charles de I"Ecluse, também conhecido por Clusio, que numa versdo mais

resumida, em latim, torna aquela obra acessivel a toda a Europa culta dessa época.
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Posteriormente em 1581, quando se encontrava em Inglaterra, Clsio conhece o “Tractado de
las Drogas y Medicinas de las indias Orientales”, publicado pelo portugués Cristovao da
Costa e que ele, igualmente, acaba por traduzir para latim e publicar, pela primeira vez, em
1582 (Proenca da Cunha et al., 2011).

Da era dos boticarios passou-se a era dos farmacéuticos de sintese, época essa que
durou até ao inicio do século XIX (Joaquim, 2007).

Se por um lado o conhecimento sobre as plantas e as suas virtudes levaram a sua
investigacdo cientifica e, por conseguinte, permitiram o avanco da Medicina, por outro lado
foi no seio das comunidades rurais e dos povos indigenas que se estabeleceu a mais intima
relagdo Homem-Planta, relacdo esta muitas vezes fulcral para o desenvolvimento das
populacdes e para a sobrevivéncia individual (Rodrigues, 2007; Pereira-Miller, 2012).

Com o passar dos anos as plantas aromaticas passaram a fazer parte de técnicas de
prevencéo e de tratamento das doengas, principalmente de feridas e contusées, como mostram
documentos chineses e indianos com mais de 5000 anos (Proenca da Cunha et al., 2011).

Conhecida desde a Antiguidade, a planta de nome comum salva, era considerada pelos
nossos antepassados como uma planta quase milagrosa, capaz de curar todas as doencas
(Grieve, 1995; Clebsch, 2003; Roldan, 2004; Vienna et al., 2005; Pinto et al., 2007; Walker et
al., 2007; Bueno, 2008; Bouaziz et al., 2009; Ben Taarit el al., 2010). Pliny o Elder, cientista
e historiador romano, foi o primeiro a usar o termo latino Salvia. O nome deriva de salvare,
curar, e salvus, ileso ou integro (Grieve, 1995; Baricevic et al., 2000; Clebsch, 2003; Vienna
et al., 2005; Walker et al., 2007) e “officinalis” expressa o seu uso médico (Ben Hameda et
al., 2006).

Os antigos gregos cultivavam a salva como planta medicinal e os Druidas usavam-na
para curar febres, tosse, bronquite e reumatismo. Na Europa, o cultivo da salva teve inicio na
Idade Média, quando os monges beneditinos introduziram esta espécie nos jardins dos seus
mosteiros (Lamendin et al., 2004). E uma planta de grande reputagdo para a expulsdo do mal.
E eficaz apds a mordida de uma serpente e excelente a dissipar os espiritos malignos. Foi
muito utilizada no antigo Egito para aumentar a fertilidade de mulheres (Lamendin et al.,
2004; Bueno, 2008).

A crenca nos seus poderes curativos era tdo grande que deu origem a um ditado
provencal segundo o qual "Qu’ a de sauvin din soun jardin, a pas besoun de medicin”:

“Quem tem salva no seu jardim, nao precisa de medicina/médicos/medicamentos” (Lamendin
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et al., 2004) e até o rei Luis XIV bebia todas as manhds duas tacas de infusdo de salva
(Lamendin et al., 2004).

Mesmo na idade media tinha uma alta reputacdo: Cur moriatur homo cui Salvia
crescit in horto? (Porque tem que morrer um homem quando a salva cresce num jardim?) o
qual tem um provérbio correspondente em Inglaterra: “He that would live for ever, must eat
Sage in May” (Grieve, 1995).

Esta planta medicinal € mencionada muitas vezes como Salvia salvatrix (salva, a
salvadora). Acreditava-se que definhava ou prosperava, em funcao do progresso dos negocios
do seu proprietario, tal como as regras da mulher, variavam em fungdo do vigor da planta
(Grieve, 1995).

Em Jura, distrito Francés, a salva servia de mitigacdo da dor corporal e mental.

Um dos mais importantes e maior conjunto de espécies de Salvia do mundo encontra-
se no Reino Unido. Sr. Robin Middleton construiu um jardim pessoal ha cerca de 15 anos
atras onde reuniu mais de 100 espécies e cultivares (Karaback et al., 2009).

1.3.2 Situacdo Portuguesa

O setor produtivo de PAM em Portugal é, atualmente, minoritario, embora a sua
producdo tenha vindo a crescer nestes Gltimos anos. Segundo este estudo, em apenas oito
anos, a area cultivada em modo de producéo biolégico quintuplicou, representando em 2011
mais de mil e trezentos hectares (GPP, 2013). A Flora Portuguesa é, neste contexto,
particularmente importante pela sua riqueza em espécies aromaticas e medicinais (Figueiredo
et al., 2007; GPP, 2013). Na realidade, das cerca de 3800 espécies identificadas, que
compdem a cobertura vegetal do Continente, Acores e Madeira, cerca de 500 foram ja
classificadas como aromaéticas e/ou medicinais, podendo, parte delas, constituir uma
alternativa para sistemas agricolas sustentaveis ou para a rentabilizacdo de terrenos marginais
para a agricultura. Estas espécies distribuem-se maioritariamente pelas familias Apiaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Mirtaceae, Oleaceae, Liliaceae, Rosaceae, Rutaceae, Hipercaceae,
Pinaceae, Cupressaceae, Lauraceae e Malvaceae. Acresce que algumas destas espécies
constituem endemismos, por vezes com nichos ecoldgicos muito vulneraveis. A conservagédo
desta diversidade biologica, atualmente indissociavel da sua utilizacdo sustentével,
contribuiria para a fixagdo das populagdes no seu "habitat™ tradicional, Unica forma de suster a
tendéncia atual de agravamento de um dos fendmenos mais preocupantes que afetam o

territorio nacional continental, a desertificagdo (Figueiredo et al., 2007; Barata et al., 2011).
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Em Portugal existe ainda um vasto manancial de conhecimentos acerca dos usos
populares e tradicionais das plantas. No entanto, a utilizagdo das plantas em remédios caseiros
¢ uma préatica que vai diminuindo de intensidade e importancia, mesmo nas comunidades
rurais. A facilidade com que hoje em dia se tem assisténcia medica e 0 progressivo
afastamento do modo de vida rural pela maioria da populagdo leva a que as pessoas, €
principalmente os mais jovens, ndo sintam necessidade, interesse e incentivo para aprender o0s
saberes ancestrais dos usos dos recursos vegetais, ficando quase exclusivamente nos mais
velhos. Deste modo, estes saberes tradicionais, que sao parte integrante do patrimonio cultural
de um povo, tendem a desaparecer com o tempo ou mesmo a extinguir-se a médio prazo caso
nada se faca para o impedir (Rodrigues, 2007; GPP, 2013).

O reconhecimento de espécies potencialmente utilizaveis pelos produtores pode
contribuir para uma gestdo mais equilibrada do espaco rural, incentivando a conservacao e
manutencdo do patriménio agro e silvo-ambiental em particular no que respeita a protecdo de
recursos hidricos, a limitacdo de fenémenos de erosdo e a salvaguarda da biodiversidade
(Schippmann et al., 2006; Figueiredo et al., 2007; GPP, 2013).

1.3.3 Utilidade das Plantas Aromaticas e Medicinais

Apds séculos de uso empirico de preparacdes a base de ervas, no inicio do século XIX,
foram isolados os primeiros principios ativos de plantas biologicamente ativas. Este foi o
comeco de uma nova era na investigacdo e uso de plantas aromaticas e medicinais (PAM)
(Hamburger et al., 1991).

Embora durante muito tempo, estas plantas tenham sido preteridas face a aceitacdo do
uso de produtos sintéticos, atualmente, as especulacdes em torno dos perigos que estes
possam oferecer a saide humana e ao ambiente, tém estado na origem de certa reabilitacdo da
credibilidade dos medicamentos de base natural, designadamente de plantas. Mais de trés
quartos da populacdo mundial utilizam plantas ou extratos vegetais em cuidados da saude.
Cerca de 30% das espécies das plantas identificadas foram, em algum momento, utilizadas
para fins medicinais (Joy et al., 1998; Joy et al., 2001).

Na Europa ocidental, o uso de medicamentos a base de plantas ainda é encarado com
algum ceticismo e muitas vezes associado a fins pouco ortodoxos (Joy et al., 1998; Joy et al.,
2001).

Das 250 mil espécies de plantas superiores existentes na Terra, mais de 80 mil

apresentam caracteristicas medicinais e, destas, até agora, apenas uma pequena percentagem

10



Introducéo

foi investigada do ponto de vista fitoquimico e, menos ainda, quanto a sua atividade bioldgica
e farmacol6gica. Embora a medicina tradicional esteja difundida por todo o mundo, sendo
parte integrante da cultura de cada povo, infelizmente muito do conhecimento antigo e muitas
plantas importantes comecam a perder-se num grau preocupante (Joy et al., 1998; Joy et al.,
2001).

A promocéo e o uso de plantas medicinais e a sua integracdo nos sistemas de satde foi
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude e em diversos paises (Lamendin et al., 2004;
Tepe, 2008), como por exemplo em Franca, onde sdo ja prescritas preparacdes de origem
vegetal, em paralelo com os medicamentos produzidos pela industria farmacéutica (Lamendin
etal., 2004).

O uso de plantas com finalidades terapéuticas € ainda uma oportunidade para a
subsisténcia e o desenvolvimento econdmico de populacdes de baixos rendimentos. As
aplicagOes terapéuticas de extratos vegetais justificam a importancia do isolamento,
identificacdo e elucidacdo dos mecanismos de acdo das respetivas moléculas ativas (Joy et al.,
1998; Joy et al., 2001).

Das varias atividades bioldgicas atribuidas a plantas aromaticas e medicinais podem
ser citadas agoes:

i) Antibacteriana (Leal et al., 2003; Oluwatuyi et al., 2004; Kamatou et al., 2007; Bakkali
et al., 2008);

ii) Antioxidante (Al-Sereiti et al., 1999; Avato et al., 2005; Lima et al., 2005; Gird et al.,
2014; Seidler-Lozykowska et al., 2014; Vasko et al., 2014);

iii) Antifungica (Moreno et al., 2006; Bakkali et al., 2008);

iv) Antiviral (Cowan, 1999; Bakkali et al., 2008);

v) Anticarcinogénica (Leal et al., 2003; McVicar, 2006; Gird et al., 2014; Vasko et al.,

2014);

vi) Colérica, estimula a secrecdo de bilis, descongestiona o figado e facilita a digestéo
(Hoefler et al., 1987);

vii) Hepatoprotetora (Hoefler et al., 1987; Lima et al., 2005);

viii) Larvicida e/ou repelente (Baricevic et al., 2000);

ix) Estimulo a atividade enzimatica (Debersac et al., 2001; Howes et al., 2011);

X) Anti-inflamatoria (Kintzios, 2000; Kamatou et al., 2007; Proenca da Cunha et al., 2011;
Howes et al., 2011);

xi) Analgésica (Proenga da Cunha et al., 2011; Bakkali et al., 2008);
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Atualmente, a maioria das pessoas utiliza-a na culinéria, no entanto, muitos estudos
conferem as folhas de Salvia officinalis propriedades para o tratamento de diferentes
patologias (Lu e Foo, 2000; Ben Hameda et al., 2006).

Segundo Proenca da Cunha et al. (2007), a atividade farmacoldgica de Salvia
officinalis esta relacionada com a sua ac¢ao antimicrobiana e antissudorifica; os flavonoides e
acidos fenolicos reforcam a acdo antissética, dando-lhe uma atividade colerética,
espasmolitica e anticolinérgica; as isoflavononas possuem uma acdo estrogenica; e devido a
presenca de taninos, possui propriedades anti-inflamatérias.

A salva, de beleza inata e fascinante, iniciou a sua popularidade na década de 1970
com aqueles em que a jardinagem se tornava um hobby, difundindo-se posteriormente, por
todos os paises de lingua Inglesa e resto da Europa (Grieve, 1995; Clebsch, 2003).

12
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1.4 A Espécie Salvia officinalis L.

1.4.1 Classificacdo Taxonomica
A espécie Salvia officinalis L. var. purpurascens apresenta a seguinte classificacéo
taxondmica, segundo a “Flora Digital de Portugal” (JBUTAD, 2015a):

Reino: Plantae
SuperDivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Sub-Divisdo: Magnoliophytina
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Lamiidae
Ordem: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Salvia
Espécie: Salvia officinalis Linnaeus
Variedade: purpurascens

Segundo Joy et al. (2001), a ordem Lamiales engloba aproximadamente 7500 espécies
e 300 géneros, 48 dos quais possuem valor medicinal comprovado. Ja RosUa et al. (1989);
Clebsch (2003), Walker et al. (2004), Delamare et al. (2007), Kamatou et al. (2007) e Walker
et al. (2007) referem que o género Salvia compreende cerca de 900 a 1000 espécies como
ocorrentes em todo o mundo, exibindo uma vasta e extraordinaria variacdo de formas e de
cores.

S. officinalis é conhecida popularmente como salva, sangue de Adao, alegria dos
jardins, cha da Europa, cha da Franca, chd da Grécia, sabia, salva de remédio, erva sacra,
erva-santa, salva das boticas, salva mansa, salva dos jardins e salva ordinaria (Proenca da
Cunha et al., 2003, 2009; Castroviejo, 2010), grande salva, salva brava, salva da Catalunha,
salva mansa, salva menor ou salvetta (Castroviejo, 2010).

Embora, o género Salvia tenha sido identificado por muitos autores como

monofilético, com base na estrutura diferenciada dos seus estames, a grande diversidade de

13



Caracterizacdo Quimica e Bioldgica da Planta Aromatica e Medicinal Salvia officinalis L. var. purpurascens

estruturas estaminais, na morfologia floral e habitat vegetativo tem conduzido a uma
dificuldade em encontrar os limites intragenéticos (Claben-Bockhoff et al., 2004). Através de
estudos e andlises moleculares, Walker et al. (2004), por meio de fundamentadas
reconstrucdes filogenéticas em estudos efetuados em regides trnL-F, ITS e PsbA-trnH dos
cloroplastos e das regides nucleares ribossomais ITS do rDNA, acreditam que o género Salvia
ndo € um genero monofilético, mas compreende trés grupos com origem diferente, sdo eles:
taxon I muito difundida pelo velho mundo, mas com uma linhagem no novo mundo; taxon Il
linhagem do novo mundo e a taxon Il uma linhagem Asiatica independente. Referem
também que o género Salvia foi separado dos outros membros da ordem de Mentheae, com
base na sua estrutura estaminal singular. Enquanto a maioria das plantas da ordem Mentheae
possui quatro estames, 0 género Salvia apresenta apenas dois com duas tecas separadas por
um alongado tecido conjuntivo (Walker et al., 2007).

De acordo com um estudo realizado por Farkas et al. (2007), verificou-se que a distancia
genética entre Salvia officinalis L. var. purpurascens e Salvia officinalis varia entre 30 e 42%
e que estas, distinguem-se geneticamente de S. judeaica (70% distancia).Trabalhos efetuados
por Boszdrményi e seus colaboradores (2009), referem que existe uma forte relacdo entre a
composicdo quimica e a variabilidade genética entre as espécies de Salvia officinalis L. e as
suas cultivares. Todas elas contém os mesmos compostos volateis, diferindo apenas na sua
concentracéo.

Poucos estudos foram feitos sobre a variedade purpurascens, mas sabe-se que, de
acordo com BoOszormeényi (2010), as variedades purpurascens e tricolor sdo as mais

semelhantes geneticamente.

1.4.2 Distribuicdo Geografica

A familia Lamiaceae estad representada por diversas espécies distribuidas por varios
habitats de diferentes altitudes, encontrando-se desde as regides do Artico aos Himalaias, do
sudeste da Asia ao Havai, Australia, Africa e Nova Zelandia de norte a sul (Almeida et al.,
2002; Claben-Bockhoff et al., 2004), estando muito bem representada na regido mediterranea
(Rosua et al., 1989; Proenca da Cunha et al., 2003; Avato et al., 2005; Seidler-Lozykowska et
al., 2014) (Figura 2). E uma familia tipica de savana, que pode ser encontrada em &reas
quentes de todo o mundo (Almeida et al., 2002; Claben-Bockhoff et al., 2004).

Segundo Castroviejo (2010), o genero Salvia € originario da Peninsula Balcénica,
dispersando-se mais tarde pela Peninsula Ibérica e Baleares. Sendo a planta Salvia officinalis
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originaria da regido do Mediterrdneo (Mufioz, 1993; Grieve, 1995; McLeod, 1995; Baricevic
et al., 2000; Gruenwald et al., 2000; Castroviejo, 2010; Proenga da Cunha et al. 2011;
Seidler-Lozykowska et al., 2014), dispersando-se posteriormente por toda a Europa (Mufioz,
1993; Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000). Ja € tdo antiga, que atualmente encontram-se
imensas variedades (Garland, 2004) dispersas por todo o mundo (Figura 2), principalmente
nas zonas quentes e temperadas (Bettaieb et al., 2009). Por vezes, surge como subespontanea
em Portugal (Proenca da Cunha et al., 2009).
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Figura 2 - Centros de diversidade do género Salvia. Em cada area encontra-se o nimero referente as espécies
existentes em cada regido (Fonte: Walker et al., 2004)

Os atuais centros de diversidade sdo a Europa/Asia, inclui a Bacia do Mediterraneo
(cerca de 250 espécies), centro e leste da Asia (cerca de 90 espécies), leste e sul da Africa
(cerca de 60 espécies), América do Norte (cerca 20 espécies), América Central (cerca 300
especies) e America do Sul (cerca 210 especies) (Claben-Bockhoff et al., 2004).

A espécie Salvia officinalis L. é a mais representativa deste género. Para além de estar
bastante difundida na Bacia do Mediterraneo (Figura 3) (Avato et al., 2005; Karaback et al.,
2009), aparece também no sudeste do continente africano e no sul do continente americano,

onde é largamente cultivada (Avato et al., 2005).
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Figura 3 - Distribuicdo mundial da Salvia officinalis L.; coloracdo roxa: nativa, coloragdo castanha: introduzida
(Fonte: WCSP, 2012)

A espécie Salvia officinalis encontra-se no seu estado selvagem em Espanha e ao
longo da costa do Mediterraneo incluindo o lado oriental do Adriatico. Cresce com
exuberancia sobre as montanhas e colinas da Croacia e Dalmacia, nas ilhas de Veglia (Krk,
ilha Croata) e Golfo de Carnaro, sendo encontrada principalmente onde ha formacdes
calcérias de solo delgado. No estado selvagem tem um odor mais penetrante, sendo mais
picante e adstringente do que a planta cultivada. A melhor variedade, segundo dizem, cresce
nas ilhas de Veglia, onde o distrito circundante é conhecido como a regido da salva (Grieve,
1995). Quando cultivada, S. officinalis, prefere terrenos calcarios de clima temperado e com
muita luz (Proenca da Cunha et al., 2003, 2007). Nos paises em que S. officinalis é cultivada,
a colheita inicia-se no més de julho e termina em dezembro, dependendo do local onde se
encontra. A colheita ocorre a partir do segundo ano de vegetacdo, no inicio da floracéo
(Gruenwald et al., 2000).

1.4.3 Descricdo Botanica
Salvia officinalis é uma espécie nanofanerofita, e os seus exemplares sdo perenes
(Grieve, 1995; Seidler-Lozykowska et al., 2014; JBUTAD, 2015b), herbaceos ou
subarbustivos (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Castroviejo, 2010), caméfito até 60cm
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de porte ereto (Figura 4), com numerosos ramos tomentosos patentes (Ortiz, 2009;
Castroviejo, 2010; Proenca da Cunha et al., 2011), cobertos de tricomas de 0,2-1,5mm e

glandulas esferoidais sesseis (Castroviejo, 2010).

Figura 4 - Salvia officinalis L. (Fonte: Adaptado de WCSP, 2012)

Apresenta folhas oblongas cinza esverdeadas, puarpuras, ligeiramente enrugadas e
aveludadas (Kingsley, 1998; Ortiz, 2009; Castroviejo, 2010), branco-tomentosas na pagina
inferior (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Proenca da Cunha et al., 2003; Karaback et
al., 2009; Ortiz, 2009; Castroviejo, 2010), tricomas esses, com cerca de 0,2-1,5mm e
glandulas esferoidais sésseis, com limbo de 1,8-7,7x0,8-3cm (Castroviejo, 2010). As folhas
também podem ser oblongo-lanceoladas, estreitas na base, pecioladas, finamente dentadas
com nervura rugosa (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Karaback et al., 2009;
Castroviejo, 2010). Quando jovens apresentam uma cor branco acinzentadas, posteriormente
ficam cinza esverdeadas (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Castroviejo, 2010). As folhas
externas sdo as primeiras a serem renovadas (Gruenwald et al., 2000). O caule apresenta uma
forma quadrangular com feixes de colénquima nas extremidades (Strasburger et al., 2002;
Proenca da Cunha et al., 2011).
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A salva rubra, Salvia officinalis L. var. purpurascens, é também um subarbusto com a
mesma dimensdo da salva comum, S. officinalis (Singer, 2008), e as suas folhas adultas séo
semelhantes, a diferenca reside nas folhas jovens que apresentam uma coloracdo purpura
(Karaback et al., 2009).

A flor de S. officinalis é labiada, zigomoérfica (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000;
Strasburger et al., 2002; Clebsch, 2003; Castroviejo, 2010; Proenc¢a da Cunha et al., 2011) de
cor violeta palido, branco ou rosa (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Clebsch, 2003;
Castroviejo, 2010) ou segundo Strasburguer et al. (2002) azuis ou roxas. Apresentam um
tamanho médio, verticilastros (Rosua et al., 1989; Strasburger et al., 2002; Proenca da Cunha
et al., 2003, 2007; Karaback et al., 2009; Ortiz, 2009; Castroviejo, 2010) inferiores de 5 a 10
flores (Rosua et al., 1989; Proenca da Cunha et al., 2003; Ortiz, 2009; Castroviejo, 2010) ou 4
a 8 flores (Karaback et al., 2009), reunidos em espiga, com as bracteas as vezes coradas
(Rosua et al., 1989; Castroviejo, 2010) que podem atingir 23x7mm, ovadas pontiagudas e
persistentes (Castroviejo, 2010). Aparecem em falsos espirais, 0s quais estdo dispostas em 4 a
8 linhas (Gruenwald et al., 2000). Pedicelos 2-4mm, ndo comprimidos, semirretos
(Castroviejo, 2010). Cada célice pode atingir 10 a 14/15mm. Apresenta a forma de um funil
campanulado ou tubuloso, bilabiado, com I&bio superior tridentado e inferior bidentado ou
bifendido (Gruenwald et al., 2000; Clebsch, 2003; Karaback et al., 2009; Castroviejo, 2010),
cor verde ou purpura, com tricomas 0,2-1,2mm e glandulas esferoidais sésseis (Castroviejo,
2010).

O célice é gamossépalo, quase sempre persistente até a frutificacdo, corola gamopétala,
frequentemente bilabiada, € formado por uma pétala superior e duas inferiores (McLeod,
1995). A corola é bilobada, podendo atingir 35mm (Gruenwald et al., 2000; Proenca da
Cunha et al., 2003; Ortiz, 2009; Castroviejo, 2010), com o labio superior ereto, comprimido
lateralmente, pouco arqueado ou falciforme, e o inferior trilobado com o I6bulo médio maior
(Karaback et al., 2009; Castroviejo, 2010) apresenta cor rosada, violeta, azul rosada ou lilas
(Castroviejo, 2010); possui dois estames (os anteriores), com os filetes curtos e os conectivos
muito compridos, tendo cada um na extremidade superior um I6culo oblongo da antera e na
extremidade inferior um l6culo estéril ou um apéndice achatado em forma de colher e os
aquenios ovoide trigonais, ou subglobosos, lisos (Karaback et al., 2009; Castroviejo, 2010). O
estilete origina-se no carpelo, o ovario é supero e divide-se em quatro profundos lobulos
durante a floracdo (Strasburger et al., 2002; Ortiz, 2009), este possui um anel de tricomas no

seu interior (Gruenwald et al., 2000; Castroviejo, 2010), sem invaginagéo na sua parte ventral
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(Castroviejo, 2010). O néctar é produzido pelo nectario na base do ovério (Classen-Bockhof
et al., 2004).

Segundo estudos efetuados por Rosua et al. (1989), existe uma dificuldade na observacéo
dos cromossomas, 0 que impede a existéncia de cariotipos deste grupo de plantas, sé se

conhecendo 0 nimero cromossémico basico X=11.

1.4.3.1 Ontogenia

No inicio do desenvolvimento foliar, as folhas jovens desprovidas quase de
cloroplastos adquirem uma coloragdo purpura, em contraste com a colorago cinza esverdeada
das folhas adultas. Esta tonalidade estad relacionada com o aumento de antocianinas
acumuladas nos vaclolos das células epidérmicas, que confere protecdo aos poucos
cloroplastos contra a radiacdo UV-B, que provoca desintegracdo da clorofila das folhas
(Meyer et al., 1983; Costa, 2012). Assim as antocianinas desempenham um papel muito
importante como fotoprotetores solares, protegendo-as de danos induzidos por excesso de
radiacdo solar.

Com o desenvolvimento vegetativo a area e a espessura foliar tém tendéncia a
aumentar (Meyer et al., 1983; Schultz, 1996; Gratani et al., 2002). Este aumento da lamina
total melhora a capacidade de intercecdo da luz e aumenta a eficiéncia das trocas gasosas
(Meyer et al., 1983; Gratini et al., 2002). Estes processos sdo fundamentais e muito sensiveis
as variacdes de temperatura atmosférica e a humidade (Meyer et al., 1983; Gratani et al.,
2002).

A cuticula foliar presente na face externa das paredes celulares das epidermes das folhas,
tem como principais constituintes as ceras e a cutina (Meyer et al., 1983; Gratani et al., 2002).

As paredes cutinizadas sdo relativamente impermeaveis a agua, reduzindo grandemente a
perda de agua por transpiracdo (Meyer et al., 1983; Gratani et al., 2002), a perda de
compostos organicos e inorganicos por lixiviacdo, a penetracdo da radiacdo UV-B (Gratani et
al., 2000) protegendo a folha de pragas e doengas.

Bringe et al. (2006) que efetuaram estudos na ontogenia das folhas de macieira
concluiram que a sintese das ceras ndo acompanha o rapido crescimento da folha, pois
verificaram uma diminuicdo da concentracdo de ceras solUveis com o aumento da area foliar.

Segundo Figueiredo e seus colaboradores (1997), a folha das plantas da familia

Lamiaceae apresenta diferentes tipos de estruturas secretoras, nomeadamente tricomas.
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1.4.3.2 Estruturas Secretoras

As plantas produzem uma grande variedade de secre¢Ges. Algumas sdo solucdes
constituidas essencialmente por metabolitos primarios e/ou por metabolitos secundarios
(Ascencdo, 2007). As secrecOes vegetais sdo sintetizadas ou simplesmente acumuladas e
eliminadas em células especializadas, que ocorrem isoladas (idioblastos secretores) ou que
constituem estruturas glandulares diferenciadas (tricomas, emergéncias, bolsas, canais e vasos
laticiferos) (Ascenséo, 2007).

Os tricomas sdo apéndices epidérmicos com ampla distribuicdo nas plantas
Magnoliophyta. Podem apresentar formas, estruturas e fungdes variadas e encontram-se
presentes nos 6rgdos superficiais da planta (Hallahan e Gray, 2000; Ascensdo, 2007).

Séo classificados como apéndices uni ou pluricelulares, originarios de células
epidérmicas que se desenvolveram para o exterior nas diferentes superficies dos diversos
6rgdos que a constituem (Hallahan e Gray, 2000; Ascensdo, 2007). A grande diversidade
destas estruturas em termos morfologico, estrutural, ontogénico, composicdo quimica do
secretado e 0 modo de secrecdo faz com que a sua classificacdo ndo seja facil, sendo muitas
vezes subjetiva, dada a variedade de métodos de classificacdo existentes (Hallahan e Gray,
2000; Ascensdo, 2007). A distingdo mais utilizada divide-os em tricomas glandulares e nao
glandulares, sendo a morfologia a principal caracteristica de distin¢do. No entanto existem
outras, também importantes tais como: o material secretado, acumulado e absorvido
(Hallahan e Gray, 2000; Ascensdo, 2007).

Segundo Ascensdo et al. (1995), Avato et al. (2005) e Goncalves et al. (2010), a
ontogenia dos tricomas glandulares na familia Lamiaceae terd4 origem numa célula da
protoderme, que se distingue das células contiguas por ser mais volumosa e apresentar
citoplasma mais denso e ndcleo hipertrofiado. Sdo responsaveis pela secrecdo de metabolitos
de diferentes naturezas, hidrofilicos e lipofilicos (Ascensdo et al., 1995; Hallahan e Gray,
2000; Moreira et al., 2010).

Normalmente séo classificados em dois grupos: tricomas peltados e tricomas capitados
(Figura 5), em que ambos apresentam uma cabeca secretora, pediculo e uma base ou pé
(Ascenséo et al., 1995; Hallahan e Gray, 2000; Moreira et al., 2010). S&o formados por uma
célula basal, no entanto os peltados possuem um pediculo curto e uma cabeca com células
secretoras de organizacao diversificada, enquanto nos tricomas capitados o pediculo pode ser
uni ou pluricelular, extenso ou curto, mas relativamente maior que metade da cabega uni ou
bicelular (Hallahan e Gray, 2000).
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Segundo Corsi et al. (1999) e Avato et al. (2005) os tricomas glandulares capitados de
S. officinalis podem ser classificados em: capitado tipo |, capitado tipo I, capitado tipo Ill e
capitado tipo IV (Figura 5). O que os distingue sdo o local do 6rgdo vegetativo em que se
encontra, os distintos modos de secrecdo e a constituicdo dessas secrecdes. Assim sendo,

apresentam um papel funcional distinto.

Figura 5 - (A) Tricoma peltado (x800); Tricomas glandulares capitados (B, C, D, E): (B) Tipo | (x150), (C) Tipo
Il (x600), (D) Tipo I (SEM, x1700), (E) Tipo IV (SEM x700 ); (F) Tricomas peltados na pagina adaxial da
folha e tricomas ndo glandulares (SEM x6) de Salvia officinalis (Adaptado de Corsi et al., 1999)

Todos apresentam secrecBes mistas, exceto o tricoma capitado tipo I, que sO possui
secrecOes hidrofilicas. Nos tricomas peltados e nos capitados tipo Il, as secrecOes
predominantes sdo as hidrofilicas, nos restantes tipos as secre¢des dominantes sdo as
lipofilicas (Corsi et al., 1999).

De acordo com Corsi et al. (1999), dentro dos quatro tipos de tricomas capitados
encontram-se diferencas morfologicas. Os tricomas tipo | possuem um pediculo curto uni ou

bicelular e uma grande cabeca secretora também uni ou bicelular. Os tricomas tipo Il resultam

21



Caracterizacdo Quimica e Bioldgica da Planta Aromatica e Medicinal Salvia officinalis L. var. purpurascens

do alongamento das células basais tal como nos tricomas peltados. Os tricomas tipo Il sdo
grandes, constituidos por um longo pediculo composto por uma a trés células e uma cabeca
unicelular cutinizada. Os pediculos dos tricomas do tipo IV sdo longos e delgados compostos
por quatro células no final da ontogénese. A cabeca unicelular é grande e larga com formas
muitas vezes trapezoidais.

Os tricomas peltados sdo constituidos por um pequeno pediculo unicelular e uma cabeca
secretora constituida por 12 células (ocasionalmente 16) organizadas em escudo (quatro
células centrais rodeadas por oito periféricas). As células do pediculo apresentam-se
cutinizadas. As células da cabega secretora também manifestam uma cuticula espessa
levantada, de modo a formar uma cadmara secretora subcuticular (Corsi et al., 1999; Avato et
al., 2005).

Os tricomas peltados encontram-se essencialmente nas folhas e nos 6rgaos reprodutores,
em particular no célice. Os tricomas capitados do tipo | localizam-se nas folhas tal como os
tricomas peltados e em menor nimero junto ao calice, tendo tendéncia a ser mais numerosos
junto da entrada do céalice e na sua base. Os tricomas tipo Il encontram-se em menor
guantidade e espalhados pelas duas paginas da folha, aparecendo especialmente junto as
nervuras e ao célice. Os tricomas tipo Il aparecem em menor nimero e s6 na pagina adaxial
da folha. Os tricomas tipo IV s6 foram observados no calice especialmente junto as nervuras e
margens superiores (Corsi et al., 1999).

Os tricomas peltados estdo mais especializados na defesa fisica, e 0s tricomas
glandulares capitados na defesa quimica (Corsi et al., 1999). De facto, as substancias
detetadas pelos métodos histoquimicos sugerem que este tipo de tricomas estdo envolvidos na
defesa quimica da planta. A presenca de uma massa viscosa, adesiva de polissacarideos,
principalmente no célice de flores frescas ou secas, sugere que existe um eficiente mecanismo
de defesa, pois muitos afideos ficam presos ao tentarem alimentar-se da planta (Corsi et al.,
1999).

Os tricomas ndo glandulares podem ser uni ou pluricelulares, uni ou plurisseriados,
simples ou ramificados, que se apresentam num unico plano (Hallahan e Gray, 2000).

Os tricomas ndo glandulares aparecem essencialmente nos Orgdos vegetativos e
reprodutivos, sdo abundantes e grandes nos 6rgdos mais jovens, S0 responsaveis pela
protecdo da planta quando ocorre um excesso de transpiracdo e de radiacdo (Corsi et al.,
1999).
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Aparecem frequentemente nas folhas e nos calices, na pagina adaxial junto as
protuberancias e na pagina abaxial junto as nervuras secundarias. Nos calices juvenis
aparecem tricomas ndo glandulares longos e muito finos especialmente na base. Com o
desenvolvimento vegetativo os tricomas tém tendéncia a desaparecer do calice e a situarem-se

ao longo das nervuras (Corsi et al., 1999).

1.4.4 Fisiologia

Nas plantas vasculares, a fotossintese ocorre principalmente nas folhas que, na maioria
das espécies, sdo orgaos finos e expandidos, possuidores de uma enorme superficie externa
em relacdo ao seu volume. Este tipo de estrutura permite a exposicdo a luz (relativamente ao
volume da folha) de células portadoras de cloroplastos (Meyer et al., 1983).

O aparelho fotossintético esta organizado de uma forma heterogénea lateral dos
tilacoides, que por sua vez, origina heterogeneidade funcional. A formacdo de grana esta
associada com a separacdo dos fotossistemas Il (PSII) e I (PSI). O PSII nas zonas de particao
e 0 PSI nas zonas expostas juntamente com a ATPase (Lawlor et al., 1993; Wild e Ball, 1997
in sit Gomes-Laranjo et al., 2003). Experiéncias realizadas evidenciam variabilidade na razéo
PSII/PSI, em resposta as condi¢des de radiacdo do meio onde as plantas crescem (Wild e Ball,
1997 in sit Gomes-Laranjo et al., 2003).

A maturacdo do aparelho fotossintético ocorre ao longo do desenvolvimento foliar
(Lepedus et al., 2011). Inicialmente a formacdo do PSII é répida permitindo assim uma
elevada producdo de oxigénio para compensar a elevada taxa de respiracdo. Contudo, as
folhas jovens sdo mais suscetiveis a fotoinibicdo, estando assim mais sujeitas ao stresse
oxidativo (Bertamini et al., 2003; Pallardy, 2008; Costa, 2012). A fotoinibi¢do ocorre,
principalmente, no PSII (Bertamini et al., 2003) por inativacdo da proteina D1 e do centro de
reacdo que interrompe a fotossintese (Melis, 1999; Nishiyama et al., 2006). No caso das
folhas adultas, 0 aumento da atividade do ciclo das xantofilas, relacionado com a dissipacédo
térmica nas antenas do PSII, pode apresentar vantagens na protecdo do aparelho fotossintético
contra a fotoinibicdo (Lu e Zhang et al., 2001; Chaves et al., 2003).

Em estados mais avangados da ontogenia ocorre um decréscimo da enzima ribulose
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) e diminui¢cdo da condutancia estomaética
reduzindo a entrada de CO, (Bertamini et al., 2002; Pallardy, 2008) e, consequentemente, da
taxa fotossintética (Lu e Zhang et al., 2001; Bertamini et al., 2002; Ohe et al., 2005). As

folhas jovens apresentam uma maior condutancia estomatica com uma abertura estomatica
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decrescente a medida que se aproxima da senescéncia (Ekanayake et al., 1995). Apesar de em
algumas espécies como o0 morangueiro e o limoeiro, os niveis de condutancia estomética e de
transpiracdo aumentarem em folhas adultas (Keutgen et al., 1997; Keutgen et al., 2001).

As antocianinas das folhas jovens, que lhes conferem a coloracdo parpura, absorvem
uma parte da luz emitida por fluorescéncia reduzindo assim a intensidade da fluorescéncia da
clorofila (Costa, 2012; Gould et al., 2008). Ao contrario do que esperavam, o estudo de
Avalos et al. (2004), ndo identificou diferencas nos valores de eficiéncia fotoquimica maxima

do PSII (F./Fn) entre folhas jovens e adultas de Psychotria limonensis.

1.4.5 CondicGes de Cultivo

A espécie S. officinalis € uma planta rustica, adapta-se bem a uma grande variedade de
solos, desde &acidos a bésicos, com um intervalo de pH bastante amplo, 4,2 a 9 segundo
Mufioz (1993), Kingsley (1998) e Savio et al. (1998). Prefere solos leves, secos, bem
drenados embora se dé bem em solos argilosos, é resistente a seca (Mufioz, 1993; Singer,
2008; Karaback et al., 2009), e necessita de um lugar com bastante luz solar (Mufioz, 1993;
Singer, 2008; Karaback et al., 2009; Ortiz, 2009). A gama de temperatura deve estar entre 5 -
26°C (Kingsley, 1998; Savio et al., 1998).

E propagada por semente, ocasionalmente, mas com mais frequéncia por estaca
(Muhoz, 1993; Grieve, 1995). De facto a propagacdo € feita por estacaria no final da
primavera ou inicio do outono. As sementes germinam facilmente, mas devido a variabilidade
genética este método ndo é aconselhado. A floracdo ocorre no final da primavera inicio do
verdo (Karaback et al., 2009).

A espécie Salvia officinalis L. var. purpurascens é sempre propagada por alporquia ou
por estaca, pois a semente ndo produz plantas com folhas de coloragdo purpura, mas origina
plantas de folhas com coloragéo exclusivamente verde (Grieve, 1995).

As partes utilizadas de Salvia officinalis sdo as folhas, caules e as partes aéreas
floridas (Grieve, 1995; Gruenwald et al., 2000; Proenca da Cunha et al., 2003, 2007, 2009).
Podem ser utilizadas em verde ou secas, ou aproveitando os seus 0leos essenciais extraidos
das folhas e caules. As folhas sdo aromaticas, picantes e adstringentes (Gruenwald et al.,
2000).

A salva pode ser seca ao sol, no entanto as melhores condi¢cbes de secagem, de

maneira a haver uma menor perda de metabolitos, sera utilizando camaras de secagem com
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entrada de correntes de ar verticais a 50°C com 0,9% de humidade absoluta (Gruenwald et al.,
2000).

Na Dalmacia, onde a tradicdo de colecionar espécies de Salvia constitui uma industria
caseira importante, as folhas sdo colhidas de maio a setembro, antes da floragéo, retiradas em
pleno verdo. A opinido geral é que deve ser colhida antes da flor abrir, apesar da Farmacopeia
austriaca afirmar que a apanha da folha é melhor durante a floracéo (Grieve, 1995).

A planta vulgarmente designada de salva é utilizada, como referido anteriormente,
como condimento alimentar, para fornecer sabor e aromatizar pratos confecionados e como

planta medicinal serve para aliviar males de indole diversa (Walker et al., 2007).

1.4.6 Usos Populares e Medicinais

Atualmente, o efeito das plantas medicinais na salde humana é sobejamente
conhecido devido essencialmente a presenca de varios compostos quimicos entre os quais,
terpenoides, alcaloides, fendis, glicosideos e taninos (Egwaikhide et al., 2009; Kolasani et al.,
2011).

As propriedades medicinais da familia Lamiaceae estdo relacionadas com a elevada
atividade antioxidante conferida essencialmente pelos compostos fendlicos (Geneva et al.,
2010). Nestas ultimas décadas, este facto ja foi varias vezes investigado (Lu e Foo, 2000;
Geneva et al., 2010), sendo a salva considerada um potente antioxidante natural (Bettaieb et
al., 2011). A presenga de outros compostos difundiu as suas variedades pelas varias regides
mundiais, essencialmente para uso medicinal, ornamental, culinario, perfumaria e cosmética
(Santos-Gomes et al., 2002; Bettaieb et al., 2011; Ardalan et al., 2012).

E largamente conhecido que as condi¢des edafoclimaticas e a ontogenia da folha
influenciam a composicdo em metabolitos secundarios e a qualidade dos extratos das folhas
das plantas (Figueiredo et al., 2008). Esta variacdo em S. officinalis é repetida a cada ciclo
sazonal, o0 que torna os parametros imprevisiveis a cada ano (Grausgruber-Groger et al.,
2012).

A terapia a base de plantas tem crescido muito, o que leva a que as plantas medicinais
tenham um elevado interesse econémico e sejam um recurso importante para a producéo de
farmacos (Oliveira et al., 2012). Nestes ultimos anos varias técnicas agricolas tém sido
utilizadas para aumentar a producao destes fitoquimicos (Bettaieb et al., 2011), pois estima-se
que cerca de 25% das moléculas dos farmacos sejam de origem natural (Bourgaud et al.,
2001).
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1.5 Metabolitos Ativos

Nos seus habitats naturais, as plantas estdo rodeadas por um grande ndmero de
inimigos potenciais. Quase todos 0s ecossistemas possuem uma ampla variedade de bactérias,
virus, fungos, nematodes, aracnideos, insetos, mamiferos e outros animais herbivoros. No
entanto, as plantas conseguem sobreviver a tais fatores, pois possuem formas de se
protegerem, produzindo um grupo de compostos conhecidos como metabolitos secundarios,
que atuam como mecanismo de defesa contra agressdes (Taiz e Zeiger, 2006; Landolino et al.,
2010).

A vida nos seres vivos depende de uma complexa rede de reacGes quimicas que se
encontram interligadas entre si, a que se designa metabolismo celular. Numa sé célula podem
atuar uma centena de enzimas diferentes, todas elas catalisando reacdes especificas (Santos,
2000; Garcia et al., 2009; Landolino et al., 2010).

O elevado grau de organizacao celular ndo seria possivel se ndo houvesse uma ordem
em todas essas reacdes, pelo que a localizacdo e a organizacéo das enzimas na célula constitui
um aspeto fundamental na propria vida na Terra (Santos, 2000; Garcia et al., 2009; Landolino
etal., 2010).

Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente transformados nessas
vias metabolicas, denominam-se de metabolitos e as reaces enzimaticas envolvidas sdo
designadas por catabdlicas, anabdlicas ou de biotransformacdo respetivamente (Santos, 2000;
Landolino et al., 2010).

A maior parte do carbono, azoto e energia utilizado pelas plantas, termina em
moléculas comuns a todas as células, necessérias ao bom funcionamento do organismo, como
sejam 0s aminoacidos, os nucledtidos, os acucares e os lipidos, presentes em todas as plantas,
com um papel fundamental no desempenho das varias estruturas funcionais da prépria planta.
Por serem considerados processos essenciais a vida e comuns a todos os seres vivos, tém sido
definidos como parte integrante do metabolismo primario (Santos, 2000; Garcia et al., 2009;
Landolino et al., 2010).

O que diferencia muitas plantas dos restantes organismos, salvo algumas excecdes, € a
capacidade que estas tém em acumular inUmeras outras substancias ndo necessarias a

manutengdo da vida dos seres vivos, definindo-se este conjunto metabdlico como
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metabolismo secundéario (Santos, 2000; Garcia et al., 2009; Landolino et al., 2010). Este
metabolismo esta intimamente relacionado com atividades do organismo que ndo sdo, nem
constantes nem sempre do mesmo tipo, pois a época do ano e o grau de maturidade do
organismo podem ser fatores diferenciadores (Lobo et al., 2007).

As vias metabolicas (primérias e secundérias) de sintese, degradacdo e interconversdo
das moléculas essenciais, bem como as reagdes que visam a obtencdo de energia séo
idénticas. No entanto, as vias metabolicas secundarias sO serdo ativadas durante alguns
estagios particulares de crescimento e desenvolvimento ou quando a planta estiver sujeita a
situacdes de stresse tais como: hidrico, alimentar ou por ataque microbiol6gico/fisico (Santos,
2000; Garcia et al., 2009; Landolino et al., 2010).

As vias metabolicas, primaria e secundaria, ndo sdo independentes uma da outra. A
alteracdo da primeira pode afetar profundamente a segunda via, embora o inverso ndo seja
verdadeiro, podendo muitas vezes os metabolitos secundarios ser utilizados por metabolitos
primarios em casos extremos (Santos, 2000).

As principais vias de biossintese de metabolitos secundarios derivam do metabolismo
da glucose, que possui dois intermediarios, o acido xiquimico e o acetato. O &cido xiquimico
origina 0s aminodcidos aromaticos, precursores da maioria dos metabolitos secundarios
aromaticos, Figura 6. Alguns metabolitos secundarios derivam ndo apenas de um desses
intermediarios, mas sdo resultantes da combinacdo de uma unidade de &cido xiquimico e uma
ou mais unidade de acetato ou derivados deste, como € o caso dos flavonoides (Santos, 2000;
Vermerris et al., 2006; Landolino et al., 2010).
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Figura 6 - Elementos basicos do metabolismo primario relacionado com o metabolismo secundéario das plantas
(Adaptado de Santos, 2000; Garcia et al., 2009)

Os metabolitos secundarios, apesar de ndo apresentarem uma funcdo definida nos
processos Vitais para a planta (Taiz et al., 2006; Lobo et al., 2007; Garcia et al., 2009;
Vaishnav et al., 2011), diferem dos metabolitos primarios, por aparecerem num grupo restrito
de plantas, num determinado género, familia ou mesmo espécie. Sintetizam-se em pequenas
guantidades e ndo de uma forma generalizada (Santos, 2000; Taiz et al., 2006; Garcia et al.,
2009).

Sabe-se que muitas destas substancias estdo diretamente envolvidas na defesa contra
herbivoros, microrganismos, protecdo contra os raios UV, atracdo de polinizadores ou animais

dispersores de sementes (Santos, 2000; Taiz et al., 2006; Landolino et al., 2010).
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Embora qualquer tecido ou célula vegetal tenha capacidade de biossintetizar
metabolitos secundérios, as plantas possuem tecidos ou mesmo células especializadas para
esse efeito (Santos, 2000).

Atualmente sdo conhecidos muitos compostos resultantes do metabolismo secundario,
mas apenas alguns tém interesse comercial, especialmente para a industria farmacéutica,
alimentar, agrondmica, produtos de higiene, cosmética e perfumaria. Alguns dos seus
componentes sdo usados em perfumes, produtos de maquilhagem, produtos de higiene, em
odontologia, na agricultura, como inseticidas, herbicidas, como conservantes, corantes,
aditivos alimentares e como medicamentos naturais (Santos, 2000; Perry et al., 2003; Silva et
al., 2003; Lugasi et al., 2006; Garcia et al., 2009; Landolino et al., 2010).

Estes compostos derivados do metabolismo secundario sdo distribuidos
diferencialmente entre grupos taxonomicos (Costa, 2012). Apresentam propriedades
biolégicas e, em muitos casos, também apresentam funcbes ecoldgicas diferentes, séo
atraentes ou repelentes de animais, e importantes no papel da reproducédo, atraindo insetos
polinizadores, ou atraindo animais que utilizam o fruto como fonte de alimento, contribuindo
desta forma para a dispersdo das sementes. Muitos destes pigmentos sdo 0s responsaveis pela
cor das flores e frutos. Outros compostos tém uma fungdo protetora frente aos predadores,
atuando como repelentes, fornecendo a planta sabores amargos, tornando-as assim indigestas
ou mesmo venenosas. Também intervém nos mecanismos de defesa frente aos diferentes
patogénicos, atuando como pesticidas naturais (Garcia et al., 2009; Landolino et al., 2010).

Os metabolitos secundarios sdo usualmente classificados em trés grupos de acordo
com a sua origem biossintética: derivados dos terpenoides, formados pela via do acido
mevaldnico; derivados do fenilpropanoide, formados pela via do acido xiquimico; formados
pela via do acetato, os poliacetatos aromaticos (Santos, 2000; Lobo et al., 2007; Bakkali et
al., 2008; Garcia et al., 2009).

1.5.1 Compostos Fendlicos

As plantas sintetizam uma grande variedade de metabolitos secundarios que contém o
grupo fenol. Estes compostos fendlicos produzidos pelas plantas formam um grupo
guimicamente heterogéneo (Carvalho et al., 2000; Taiz, 2006; Zeiger, 2006; Matkowski,
2008; Garcia et al., 2009; Poquet et al., 2010; Baruah, 2011; Jyotirekha, 2011).

Estas substancias recebem o nome de compostos fenolicos, polifendis ou

fenilpropanoides pois derivam todas elas do fenol (Carvalho et al., 2000; Taiz et al., 2006;
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Zeiger, 2006; Vermerris et al., 2006; Damodaran et al., 2008; Matkowski, 2008; Garcia et al.,
2009; Fraga et al., 2010; Poquet et al., 2010; Tortora et al., 2010; Jyotirekha, 2011),
composto que é caracterizado por possuir pelo menos um anel aromatico ao qual esta ligado
um grupo hidroxilo (Morrison et al., 1996; Carvalho et al., 2000; Verris et al., 2006; Garcia et
al., 2009; Poquet et al., 2010; Jyotirekha, 2011; Dey et al., 2012). As suas propriedades
fisicas sdo fortemente influenciadas pelo grupo hidroxilo que permite ao fenol efetuar
ligacGes com outras moléculas fendlicas (Zeiger, 2006).

A maior parte dos compostos fendlicos ndo sdo encontrados no estado livre na
natureza (Carvalho et al., 2000). Sdo encontrados essencialmente nos vacuolos, onde se
encontram também as enzimas que os clivam. A forma de ésteres e glicosideos em que se
encontram nas células protegem as mesmas dos efeitos de toxicidade que os compostos
fenolicos possuem, pois todos derivam do fenol, apresentando portanto, carater acido. Uma
vez que todos os fendis sdo acidos fracos, como tal sdo relativamente toxicos, até mesmo para
as celulas que os sintetizam, sendo no entanto esta toxicidade reduzida quando se encontram
como ésteres e glicosideos. As enzimas que os clivam também se situam nos vacuolos e
nalguns casos podem ser encontrados na parede da célula. Sob pressdes ambientais, como
calor, frio e luz de alta intensidade, as enzimas apropriadas podem ser produzidas, resultando
na destruicdo do composto (Vermerris et al., 2006; Landolino et al., 2010).

Dentro da variedade de antioxidantes encontrados em fontes vegetais, 0s que se
destacam sdo os compostos fenolicos, por serem 0s mais ativos. Estes tém a capacidade de
interromper a propagacdo da autoxidacdo em cadeia de radicais livres ao contribuirem com a
doacdo de um atomo de hidrogénio para a formacao de um radical mais estavel que ndo inicia
ou propaga o processo oxidativo (Hall et al., 1997; Vermerris et al., 2006; Landolino et al.,
2010; Terao, 2010; Jyotirekha, 2011).

Os compostos fendlicos podem ser originados por diferentes vias biossintéticas, via do
acido xiquimico e a via do acido maldnico (Figura 7), sendo a via do acido xiquimico a
maioritariamente responsavel pela sua biossintese. A via do acido malonico, apesar de ser
uma fonte importante de fendis em fungos e bactérias, € pouco utilizada nas plantas
superiores (Taiz et al., 2006; Zeiger, 2006).
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Figura 7 - Via de sintese dos compostos Ffnélicos (Adaptado de Garcia et al., 2009)

A partir de eritrose-4-P e do acido fosfoenolpiravico inicia-se uma sequéncia de
reacfes que conduzem a sintese de acido xiquimico e derivados deste, nomeadamente
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) (Figura 7) (Taiz et al., 2006;
Zeiger, 2006; Damodaran et al., 2008; Garcia et al., 2009; Dey et al., 2012). A enzima
fenilalanina amonio-liase (PAL) catalisa a formacdo do acido cindmico por eliminacdo de
uma molécula de aménio da fenilalanina. Esta enzima atua portanto, entre o metabolismo
primario e o metabolismo secundério, tornando-se entdo a reacdo que catalisa uma etapa
reguladora muito importante na formacgdo de muitos compostos fenolicos (Taiz et al., 2006;
Zeiger, 2006; Garcia et al., 2009).

Os compostos polifendlicos de fontes vegetais podem ser classificados em dois
grupos: compostos flavonoides e compostos né&o-flavonoides, sendo que ambos s&o

metabolitos secundarios presentes em frutas e vegetais (Jaganath et al., 2010).
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1.5.1.1 Flavonoides

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos pelo reino Plantae, sendo 0os compostos
com maior atividade antioxidante conhecida. Constituem o grupo mais extenso e de maior
diversidade das substancias fenolicas (Siegler, 1997; Zuanazzi, 2000; Martinez-Flérez et al.,
2002; Matkowski, 2008; Landolino et al., 2010).

Os flavonoides estdo presentes em plantas, nos vegetais, em frutas e bebidas como o
cha e vinho tinto, protegendo-os dos danos causados pelos agentes oxidantes, como por
exemplo a radiacdo UV (Martinez-Florez et al., 2002; Landolino et al., 2010; Costa, 2012), a
poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes nos alimentos, entre outros. Dado que o
Homem ndo tem capacidade de produzir estas substancias, tem que as ingerir através da
alimentacdo (Siegler, 1997; Zuanazzi, 2000; Aherne et al., 2002; Martinez-Florez et al.,
2002). Ha inclusive certas espécies vegetais que desenvolveram flavonoides para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (acéo alelopéatica) (Landolino et al., 2010).

A biodisponibilidade de flavonoides é fortemente influenciada pelo tipo de planta,
pelas variacOes de crescimento, estacdo do ano, luz, grau de maturacao e além destas, também
a prépria preparacao de alimentos altera a sua concentracdo (Zuanazzi, 2000; Vermerris et al.,
2006; Garcia et al., 2009). A sua estrutura molecular base (Figura 8) carateriza-se por ter um
esqueleto em Cg-C3-Cg (Martinez-Flérez et al., 2002; Vermerris et al., 2006; Lobo 2007;
Matkowski, 2008); o arranjo do anel heterociclico pirano em Cj determina a classificagdo das
diferentes classes de flavonoides (Vermerris et al., 2006; Jaganath et al., 2010; Sarma, 2011).
A atividade dos flavonoides como antioxidantes depende das propriedades redox dos seus
grupos hidroxifenolicos e a relacdo estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica.
Podem exercer essa atividade de diferentes formas, capturando espécies reativas de oxigénio
(ROS), transferindo atomos de hidrogénio, doando eletrdes, prevenindo a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, ou através da quelacdo dos iGes metélicos (Martinez-Florez et
al., 2002; Jaganath et al., 2010; Sarma, 2011).

Figura 8 - Estrutura base dos flavonoides (Jaganath et al., 2010)
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Atuam como antioxidantes priméarios capturando ROS (Sarma, 2011). Esta
propriedade esta relacionada com a posicéo do grupo HO na estrutura da molécula atuando ao
nivel da cedéncia de eletrdes ou de atomos de hidrogénio aos radicais livres (Martinez-Florez
et al., 2002; Jaganath et al., 2010).

O crescente interesse pelos flavonoides deve-se & sua grande atividade farmacologica.
Tém a capacidade de se unirem a polimeros biolégicos como enzimas, transportadores de
hormonas e molécula de DNA, fazer a quelatacdo com ides metalicos, tais como Fe?*, Cu®* e
Zn**, catalisar o transporte de eletrdes. Possuem também acdes antivirais e antialérgicas,
assim como propriedades antitrombdtica e anti-inflamatéria (Martinez-Fl6rez et al., 2002;
Zhu et al., 2004; Unal et al., 2008; Jaganath et al., 2010; Sarma, 2011). Pertencem a este
grupo um namero alargado de familias de entre os quais os flavanois (catequina, epicatequina
e epigalocatequina), os flavonois (caempferol, quercetina e miricetina), as flavonas e as
antocianinas, que diferem no seu padrdo de oxidacdo (Martinez-Flérez et al., 2002; VVermerris
et al., 2006; Jaganath et al., 2010; Sarma, 2011).

1.5.1.2 Na&o Flavonoides

Os nao-flavonoides englobam os &cidos fendlicos e os estilbenos; os acidos fendlicos
sdo classificados como derivados das estruturas quimicas em Cg-Cy especificas dos acidos
benzoicos e estruturas em Cg-C3 especificas dos &cidos cindmicos. Os acidos benzdicos e
cindmicos encontram-se em frutos, na forma livre, e em baixas concentracfes quando
comparadas com as suas formas conjugadas. Estes acidos aparecem numa variedade de
produtos vegetais desde peliculas de uvas a cereais sobretudo sobre a forma de ésteres de

acido tartarico ou ligados a acucares (Jaganath et al., 2010).

1.5.2 Terpenoides

Os terpenos constituem o grupo mais numeroso de metabolitos secundarios (Taiz et
al., 2006; Lobo et al., 2007; Garcia et al., 2009), cujas estruturas derivam da unido de 5
carbonos num esqueleto carbonado composto de varias unidades de isopreno (2-
metilbutadieno) (Figura 9) (Lobo et al., 2007).
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Figura 9 - Estrutura do isopreno (Adaptado de Taiz et al., 2006)

H,

A via biossintética destes compostos da lugar tanto a metabolitos priméarios como
secundarios de grande importancia para o crescimento e sobrevivéncia das plantas (Taiz et al.,
2006; Garcia et al., 2009).

Os terpenos sdo todos insoltveis em agua e classificam-se em funcdo do nimero de
unidades de isoprenos (C5) (Figura 9) (Morrison et al., 1996; Taiz et al., 2006; Abreu et al.,
2007; Figueiredo et al., 2007; Proenca da Cunha et al., 2007; Matkowski, 2008; Garcia et al.,
2009).

Tabela 1 - Classificacdo dos terpenos

Grupo N° de Carbonos N° de Unidades de Isopreno
Hemiterpenos 5 1
Monoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3
Diterpenos 20 4
Sesterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos 5n N

Nota: N - Mais de oito unidades de Isopreno

1.5.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo produtos naturais que contém azoto e ndo sdo nem aminoacidos,
nem nucledtidos, nem cofatores. Estas Ultimas familias de compostos, que sdo metabolitos
primarios, estdo presentes em todas as espécies vivas, enquanto 0s alcaloides estdo
normalmente limitados ao reino das plantas superiores, apesar de alguns se encontrarem em
plantas inferiores, microrganismos e algumas, poucas, espécies animais. Cada composto é
especifico de uma dada espécie, uma caracteristica tipica dos metabolitos secundarios
(Ferreira et al., 2007).

Este grupo extenso e diverso de metabolitos pode classificar-se relativamente a sua
origem biossintética: a maioria dos alcaloides deriva dos aminoacidos aroméaticos como a

fenilalanina ou a tirosina, ou do triptofano (Ferreira et al., 2007).
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Os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal, contudo com
mais frequéncia nos tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas,
bainhas vasculares e vasos laticiferos. Raramente se encontram em tecidos mortos (Henriques
et al., 2004). Séo sintetizados no reticulo endoplasmatico, armazenados posteriormente nos
vacuolos, por isso as folhas mais jovens possuem pequenas quantidades destes compostos
(Henriques et al., 2004).

De uma maneira geral, os alcaloides sdo formados a partir de aminoacidos (alcaloides
verdadeiros e protoalcaloides). Além dos amino&cidos, ha outros precursores tais como 0s
terpenos ou esteroides que podem ser incorporados na construcdo final dos alcaloides
(pseudoalcaloides). Assim, a origem biogénica dos alcaloides ndo pode ser classificada
apenas numa via metabdlica, mas na combinacgdo de produtos derivados de uma ou mais vias

metabolicas distintas (Henriques et al., 2004).

1) Alcaloides verdadeiros: sdo aqueles em que o atomo de azoto faz parte de um anel
heterociclico, a sua biossintese ocorre de aminoacidos.

2) Protoalcaloides: sdo aminas simples em que o atomo de azoto ndo faz parte do anel
heterociclico, sdo produzidos a partir de aminoacidos.

3) Pseudoalcaloides: possuem um anel heterociclico com N, mas nao derivam de
amino&cidos (Simdes et al., 2007; Knoller, 2015) (Figura 10).
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Figura 10 - Estrutura quimica alcaloide: (A) Alcaloide verdadeiro (cafeina); (B) Protoalcaloide (colchicina); (C)
Pseudoalcaloide (coniina) (Adaptado de Gobbo-Neto et al., 2007; Simdes et al., 2007; Knoller, 2015)
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1.6 Composicdo Quimica de Salvia officinalis L.

Em relacdo aos componentes quimicos, a familia Lamiaceae desperta um grande
interesse no estudo da sua composi¢do quimica.

Relativamente a Salvia officinalis esta é caracterizada essencialmente pela sua
composi¢cdo fendlica (Hayouni et al., 2008; Grzegorczyk et al., 2010; Daglia, 2012;
Hamrouni-Sellami et al., 2013; Roby et al., 2013; Zhang et al., 2013; Martins et al., 2015) e
terpénica (Hall et al., 1997; Topcu et al., 2007; Hayouni et al., 2008; Grzegorczyk et al.,
2010; Stagos et al., 2012).

Os flavonoides, dentro dos compostos fendlicos sdo os encontrados em maior
abundéancia (Lu e Foo, 1999, 2000, 2001).

Segundo muitos autores, que identificaram os compostos fenolicos em S. officinalis,
verificaram que o acido rosmarinico e a luteolina-7-O-glucésido (Figura 11) sdo os mais
abundantes (Wang et al., 1998; Lu e Foo, 1999, 2001; Santos-Gomes et al., 2002; Shan et al.,
2005; Durling et al., 2007; Grzegorczyk et al., 2007; Shan et al., 2007; Matkowski, 2008;
Christensen et al., 2010; Roby et al., 2013; Martins et al., 2015).
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Figura 11 - Estrutura quimica dos compostos fendlicos em S. officinalis L. (A) Acido Rosmarinico. (B)
luteolina-7-O-glucésido (Adaptado de Lu e Foo, 1999, 2001)
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1.7 Atividade Antioxidante

Existe um paradoxo a volta do oxigénio, o qual é indispensavel a vida, mas a0 mesmo
tempo pode funcionar como substancia tdxica para o organismo. No entanto, 0s organismos
conseguem sobreviver a sua presenca, devido a existéncia de um sistema de defesa
antioxidante (Augusto, 2006).

Nos altimos anos, tem-se verificado cada vez mais, a importancia dos radicais livres
como grandes responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas a
esse mesmo envelhecimento, como doengas oncoldgicas, cardiovasculares, cataratas, declinio
do sistema imunoldgico, disfungdes cerebrais, entre outros (Azzi et al., 2004; Augusto, 2006).

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de
retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacdo do substrato (Niki, 2010). Inibem,
reduzem e reparam as lesGes causadas pelos radicais livres nas moléculas organicas (Hall et
al., 1997).

Nos organismos, os radicais livres desempenham diversos papéis, como producédo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias bioldgicas importantes. No entanto quando se encontram em excesso podem ser
responsaveis por uma série de efeitos nocivos ao organismo. Os macréfagos e neutréfilos
ativados convertem o oxigénio molecular em Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (ROS -
do inglés Reactive Oxygen Species) e de azoto (ERA) (RNS - do inglés Reactive Nitrogen
Species), agentes oxidativos reativos, encontrados em diversas situacdes fisiologicas de
protecdo, como durante a fagocitose, e atuam ao nivel da destruicdo de células anémalas, ou
prejudiciais para as biomoléculas (Halliwell e Whitemande, 2004; Giilgin et al., 2007; Abbas et
al., 2012). Apesar de este sistema minimizar os niveis de ROS, (espécies quimica que contém
um ou mais eletrdes desemparelhados, que atuam como aceitadores de eletrGes de outras
moléculas originando a sua oxidacgdo, que quando ocorre ao nivel da célula pode provocar a
sua lise) ndo os conseguem eliminar na sua totalidade (Halliwell e Whiteman, 2004,
Vermerris et al., 2006; Giilgin et al., 2007; Fraga et al., 2010; Yu et al., 2010).

Os organismos vivos, normalmente, encontram-se numa situacdo de equilibrio entre o
pré-oxidante e antioxidante. Quando existe um desequilibrio entre estes dois elementos, com
vantagem para os oxidantes causadores dos danos, pode originar-se stresse oxidativo. Ocorre

em todos os organismos expostos a ambientes oxigenados. Assim, todos os sistemas
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bioldgicos desenvolveram estratégias antioxidantes, a fim de se protegerem dessa oxidagédo e
de serem capazes de repor o equilibrio inicial (Damodaran et al., 2008; Yu et al., 2010). Este
sistema de defesa produz substancias antioxidantes, que também podem ser encontradas em
baixas concentracfes em diferentes alimentos usados no dia-a-dia (Halliwell e Whiteman,
2004).

Os antioxidantes podem ser divididos em enzimaticos e ndo enzimaticos (Bianchi et
al., 1999). Dentro dos enzimaticos a producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos
por compostos enddgenos, enzimas, como a superdxido dismutase (SOD), capaz de reduzir o
0,*" a H,0,, o qual é menos reativo (Whitemande, 2004; Vermerris et al., 2006; Giilgin et al.,
2007; Yu et al., 2010) e tem a vantagem de ser degradado pela enzima catalase (CAT) ou
glutationa peroxidase (GPx), mantendo assim, o equilibrio redox celular (Chaillou et al.,
2006; Terao, 2010; Yu et al., 2010; Jyotirekha, 2011). Os compostos exdgenos desempenham
0 papel dos sistemas ndo enzimaticos, que sdo obtidos através da alimentacdo, como por
exemplo as vitaminas, fendis, carotenoides, selénio entre outros (Sousa et al., 2007;
Matkowski, 2008; Fraga et al., 2010).

Em geral, os tecidos biologicos a partir dos quais os alimentos sdo obtidos contém
muitos sistemas antioxidantes endégenos. Esses alimentos tém vindo a despertar interesse
pelo seu potencial efeito na prevencdo do stresse oxidativo, causa primaria de muitas lesdes

responsaveis por doencas graves (Damodaran et al., 2008; Yu et al., 2010).

Os processos metabdlicos aerdbicos, como, por exemplo, a respiracdo, é a principal
fonte enddgena de ROS, ocorre em diversas estruturas celulares, tais como as mitocondrias,
ou peroxissomas (Bianchi et al., 1999; Augusto, 2006; Guilgin et al., 2007; Damodaran et al.,
2008).

Essas ROS tém demonstrado capacidade para causar danos em diversas biomoléculas,
como, por exemplo, proteinas, acidos nucleicos (DNA) ou lipidos membranares. O excesso de
producdo de radicais de oxigénio, particularmente radicais hidroxilo, pode afetar os lipidos
membranares, produzindo peroxidos lipidicos e ROS, que estdo associadas ao envelhecimento
e a varias doencas (Azzi et al., 2004; Augusto, 2006; Gdlgin et al., 2007; Damodaran et al.,
2008; Fraga et al., 2010; Yu et al., 2010).

O principal mecanismo de agdo dos antioxidantes é capturar os radicais livres (ROS), e
espeécies reativas. Esses radicais incluem o anido superdxido (Oy), os radicais hidroxilo (HO")

o radical peroxilo (ROQO") e espécies ndo radicalares como o perdxido de hidrogénio (H,0,), 0
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oxigénio singleto (*O,) (Halliwell e Whitemande, 2004; Vermerris et al., 2006; Gulgin et al.,
2007) e azoto (RNS) (Shahidi, 1997).

A atividade antioxidante dos compostos fenolicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas carateristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de transicdo
(Sousa et al., 2007; Matkowski, 2008; Fraga et al., 2010).

Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que
ataquem os alvos bioldgicos, sendo estes considerados primarios (Bianchi et al., 1999; Sousa
et al., 2007); os secundarios reduzem a taxa de oxidacdo, reparam antioxidantes primarios,
s30 supressores de oxigénio singleto (*O,) e quelantes de ies metalicos, removem as les6es
da molécula de DNA e reconstituem as membranas celulares danificadas (Bianchi et al.,
1999; Chaillou et al., 2006). Estes antioxidantes inibem, previnem e retardam as
consequéncias da exposi¢do a estas substancias (Halliwell e Whiteman, 2004; Giilgin et al.,
2007), pela remocdo de radicais livres, inibindo a iniciacdo e a propagagdo (Damodaran et al.,
2008).

Com o crescente interesse pela utilizacdo de compostos naturais, em substituicdo dos
compostos sintéticos, no bem-estar Humano, tém sido publicados diversos estudos relativos
aos compostos com atividade antioxidante, em especial com atividade farmacolégica do
género Salvia.

Segundo estudos efetuados por Hall et al. (1997) e Haida et al. (2011), os extratos de
folhas de Salvia officinallis apresentaram alto teor de compostos fendlicos com atividade
antioxidante, tendo mostrado elevada capacidade na captura de radicais livres. Estes
resultados vieram comprovar a elevada atividade antioxidativa obtida por estudos efetuados
por Masaki e seus colaboradores em 1995, através do método de ESR (Eletron Spin
Resonance) em Salvia officinalis L. var. purpurascens. Comparando a capacidade
antioxidante de S. officinalis e os antioxidantes comerciais, Pinheiro et al. (2012), verificaram
que o extrato do género Salvia apresentava atividade superior quando analisado pelo método

do R-caroteno/acido linoleico.

1.8 Atividade Antimicrobiana

Nos ultimos anos tém aumentado as infegbes causadas por microrganismos
oportunistas, especialmente as de origem hospitalar e alimentar (Cushnie et al., 2014). A

razdo que mais vezes tem sido apontada esta associada com o aumento de individuos com o
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sistema imunitario comprometido ou deprimido como consequéncia do aumento da incidéncia
de carcinomas e doencas que afetam a imunidade (e.g. Sida), ou ainda pelo aumento do
numero de pacientes transplantados (Silveira et al., 2006; Winn et al., 2006; Silva et al.,
2012; Cushnie et al., 2014).

O consumo cada vez mais alargado de alimentos processados e a sua producdo em
larga escala também fez aumentar a incidéncia de patologias associadas ao trato
gastrointestinal, causadas por organismos de contaminacdo alimentar (Flores et al., 2015).

A pesquisa de farmacos com atividade microbicida em relacéo aos agentes causadores
de infegBes alimentares e hospitalares, tem, nos ultimos 20 anos, sido intensificada. Devido a
utilizacdo, por um lado generalizada e sem prescricdo médica, de antibiéticos, ou porque
mesmo com prescricdo, os doentes ndo cumprem as tomas indicadas, tem resultado no
aparecimento de resisténcia a estes farmacos por parte de muitos microrganismos, inclusive
dos ditos oportunistas (Winn et al., 2006; Silva et al., 2012; Cushnie et al., 2014).

Esté ja largamente descrito na bibliografia que numerosas plantas e seus extratos séo
usados desde a antiguidade para tratar sintomatologias diversas, que hoje sabemos, tém
origem microbiana. Estes extratos possuem entdo bioatividade, com diferentes
aplicabilidades, incluindo a atividade microbiana. Esta tem sido normalmente atribuida a
presenca nesses extratos, de fracdes com composicdo variada em substancias fendlicas,
simples ou com maior complexidade (Lamendin et al., 2004; Cushnie et al., 2014).

A extracdo de bioativos ou nutracéuticos a partir de plantas inteiras ou partes da
mesma, e a avaliacdo da sua acdo microbicida pode ser efetuada de formas relativamente
simples e expeditas. A avaliagdo da inibig&o de crescimento microbiano por medigéo do halo
de inibicdo em meios agarizados padrdo, é simples, expedita e com elevada reproducibilidade,
0 que o torna ideal para rastreios iniciais quando ainda ndo esta bem descrita essa atividade
(Silveira et al., 2006; Winn et al., 2006; Silva et al., 2012; Cushnie et al., 2014).

1.8.1 Focos de Infe¢bes Mais Comuns

1.8.1.1 InfegOes Hospitalares

InfecOes hospitalares, ou nosocomiais, sdo consideradas como todas as infegdes
adquiridas ou transmitidas no espaco hospitalar (Caston-Osorio et al., 2008).

Nos ultimos anos, a frequéncia das infecdes fungicas sistémicas tem vindo a aumentar
de forma muito significativa, tanto em incidéncia como em gravidade, com mortalidade

associada, tornando os fungos cada vez mais reconhecidos como importantes agentes
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infeciosos (Lennette et al., 1985; Guarro et al., 1999; Hobson, 2003; Pigatto et al., 2009;
Klepser, 2011; Zhang et al., 2013; Oliveira Costa et al., 2014).

A instalacdo da infecdo por fungos depende da integridade da barreira fisica, do
sistema fagocitario e da imunidade mediada por células. Perturbaces que interfiram nestas
barreiras favorecem a ocorréncia de infe¢cGes fangicas (Pigatto et al., 2009). Podem ser
classificadas como superficiais, quando afetam somente pele, cabelos, unhas ou mucosas e
sistémicas quando atingem regides mais profundas do organismo (Pigatto et al., 2009).
Pacientes com doenca oncologica e doencas hepéticas graves tém um risco agravado para
estas infegdes, principalmente das nosocomiais. Existe um grande nimero de fatores que
contribuem para a maximizagdo deste agravamento, tal como a utilizacdo de
imunossupressores, tratamentos agressivos como a quimioterapia, radioterapia, uso de
esteroides e transplante de Células-Tronco Hematopoéticas (Guarro et al., 1999; Pigatto et al.,
2009; Klepser, 2011; Oliveira Costa et al., 2014).

A sua incidéncia tem aumentado devido a maior utilizagdo de antibioticos de largo
espetro, com 0 aumento dos imunossupressores corticosteroides e agentes antitumorais. A
gravidade varia de benigna e localizada (seja transitéria ou crénica) para disseminada ou
mesmo fatal (Lennette et al., 1985; Hobson, 2003; Pigatto et al., 2009; Klepser, 2011,
Cushnie et al., 2014).

Dentre os fungos responsaveis por estas infecdes destacam-se as espécies do género
Candida. Este aumento pode estar relacionado com fatores enddgenos e exodgenos. A
granulocitopenia é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de candidiases em
pacientes com cancro. Danos na mucosa orofaringea, causados pela utilizacdo de drogas
citostaticas, utilizacdo indiscriminada de antibidticos de largo espetro, internamentos
prolongados e cateterizacdo dos pacientes sdo fatores que aumentam o risco de contrair
infecdes deste tipo (Verduyn Lunel et al., 1999; Hobson, 2003; Pigatto et al., 2009; Klepser,
2011).

Alguns estudos demonstraram um aumento de outras candidiases associadas a outras
espécies do género Candida, nomeadamente e para além da Candida albicans, sdo de referir
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. dubliniensis (Verduyn Lunel et al.,
1999; Caston-Osorio et al., 2008; Klepser, 2011; Zhang et al., 2013). Na bibliografia
disponivel tém sido reportadas incidéncias crescentes de infegdes por C. albicans tanto nos
Estados Unidos da América como na Europa (Verduyn Lunel et al., 1999; Hobson, 2003;
Caston-Osorio et al., 2008).
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Vaérios autores como Verduyn Lunel et al. (1999), Caston-Osorio et al. (2008) e
Klepser (2011) tém correlacionado o aumento de patologias associadas a infegcdes por
especies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Scedosporium com a profilaxia utilizada no
combate as candidiases, em particular as que recorrem a prescricdo de fluconazole e outros
azoles, bem como a fungicidas de largo espetro (Lennette et al., 1985; Hobson, 2003; Castén-
Osorio et al., 2008).

A resisténcia aos antibidticos é uma consequéncia natural do desenvolvimento e da
capacidade que as populacbes bacterianas tém em adaptar-se. O uso indevido e
indiscriminado de antibidticos aumenta a seletividade relativamente as populacdes
microbianas, facilitando a aquisicdo de mecanismos de resisténcia (Pelczar et al., 1981; Gotz
et al., 2006; Silveira et al., 2006; DGS, 2014). Como consequéncia, as bactérias de gram-
negativo multirresistentes tém vindo a aumentar globalmente (Oliveira Costa et al., 2014).

O fendmeno referido no paragrafo anterior é inevitavel e irreversivel. O uso intenso de
antibidticos na medicina, na producdo de alimentos para animais, e na agricultura, tem
causado um aumento na resisténcia a estes farmacos em todo mundo. Esta situacdo € um
grave problema de saude publica que, esta cada vez mais, a ser alvo de preocupacao e atencao
da comunidade cientifica (Gotz et al., 2006; Rosini et al., 2011). A nivel mundial tem-se
assistido a uma consciencializagdo para a ado¢do de novas préaticas ao nivel hospitalar, como
0 uso correto e eficaz das medidas de controlo da infecdo hospitalar, lavagem das maos, a
consciencializa¢do da importancia e necessidade do uso prudente de antibidticos por forma a
minimizar a emergéncia de bactérias resistentes (Gotz et al., 2006; Rosini et al., 2011,
Oliveira Costa et al., 2014).

1.8.1.2 Infecdes Alimentares

Nos ultimos anos, as doencas de origem alimentar tém vindo a aumentar, como
consequéncia do aumento de surtos infeciosos, colocando em alerta as autoridades sanitarias,
sobre a necessidade de tomar medidas de controlo sanitario (Flores et al., 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, uma doenca de origem alimentar, é
uma patologia, geralmente de natureza infeciosa ou toxica, provocada por agentes que entram
no corpo através da ingestdo de alimentos ou agua (Flores et al., 2015).

Todos os alimentos apresentam predisposi¢édo a deterioragcdo com o tempo, 0 que pode
acontecer como resultado da atividade de enzimas autoliticas intrinsecas aos alimentos ou a

atividade de microrganismos contaminantes. Os alimentos podem sofrer contaminagdes em
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todas as etapas de processamento até ao consumidor final. Estas contaminacgdes sdo causadas
por uma panoplia de microrganismos que muitas vezes produzem toxinas responsaveis pela
instalacdo de intoxicacOes (Hayouni et al., 2008; Flores et al., 2015).

Dos microrganismos mais frequentemente encontrados nos alimentos destacam-se 0s
coliformes termotolerantes, indicadores importantes do cumprimento de padrdes de higiene
na producdo alimentar. S&o bactérias constituidas por bacilos de gram-negativo, aerdbios ou
anaerdbios facultativos, capazes de sobreviver em compostos ativos de superficie,
surfactantes. Neste grupo encontram-se varias espécies pertencentes aos generos Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter e Escherichia, sendo Escherichia coli a espécie mais prevalente e
que tem sido correlacionada com infe¢fes gastrointestinais e septicémias dos recém-nascidos
(Gellingk et al., 2006; Flores et al., 2015).

Staphylococcus aureus € outra espécie que surge associada aos alimentos e que tem
sido correlacionada com altas taxas de mortalidade hospitalar devido ao seu elevado potencial
infecioso nos diferentes tecidos humanos e a grande variedade de estirpes resistentes aos
antibidticos mais comumente usados em prescricbes médicas. Esta espécie provoca
intoxicacOes alimentares através da producdo de enterotoxinas (Go6tz et al., 2006; Todar,
2008a; Rosini et al., 2011).

Os animais e 0 Homem sdo os reservatorios primarios das espécies causadoras de
infecdes alimentares. A principal fonte de contaminacdo séo os produtos de origem animal,
como carnes, em especial as salsichas frescas e produtos lacteos, como os queijos (Flores et
al., 2015).

A espécie Listeria monocytogenes possui uma ampla variedade de hospedeiros que
vao desde os animais domésticos aos selvagens. Apesar de ndo ser muito frequente uma
infecdo promovida por este agente patogénico, quando ocorre pode ser fatal para 0 Homem,
principalmente se se desenvolver em individuos imunodeprimidos, em gravidas, criancas e/ou
idosos (Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006; Flores et al., 2015). Esta espécie apresenta
suscetibilidade aos antibidticos indicados para bactérias de gram-positivo, sendo 0s mais
indicados a tetraciclina, rifampicina, cloranfenicol, eritromicina e ampicilina (Lennette et al.,
1985; Winn et al., 2006; Flores et al., 2015).

1.8.2 Microrganismos em Estudo - Dominio Eubactéria
Em 1977, Carl Woese, um microbiélogo norte-americano, baseado em diferencas

filogenéticas significativas entre organismos procariontes e que por essa razdo estavam todos
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incluidos no Reino Monera, propds a sua extingdo e a divisdo deste reino em Archaeobacteria
(ou Arqueobactérias) e Eubacteria (ou Eubactérias) (Woese et al., 1990; Jorge, 2012).

O sistema Woese foi baseado na analise filogenética do RNA ribossomal 16S, uma
técnica pioneira no seu tempo. Utilizou estudos comparativos de células procaridticas e
eucarioticas ao nivel molecular e a sua relacdo evolutiva (Woese et al., 1990; Jorge, 2012).

As bactérias (ditas verdadeiras - do Eu grego que tem este significado) sdo seres
unicelulares, estruturalmente simples, de pequenas dimens@es, mas possuem uma grande
diversidade metabolica, embora ndo tenham quaisquer organelos. Podem ser fotoautotréficos,
encontrando-se 0s pigmentos fotossintéticos nas membranas celulares. A parede celular é
constituida por lipidos, proteinas e polissacarideos. Adaptam-se a uma grande variedade de
ambientes e reproduzem-se rapidamente quando encontram condic6es favoraveis (Winn et al.,
2006).

Sé&o classificadas em fungédo da sua morfologia individual, em cocos, se apresentarem
uma forma esférica, bacilos, se tiverem um formato de bastonete, espirilos, se forem
helicoidais (Pelczar et al., 1981; Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006) e vibrides, se forem
encurvados, em forma de arco ou de virgula, com o flagelo numa das extremidades (Lennette
et al., 1985; Winn et al., 2006).

Ainda que alguns dos individuos apresentem capacidade de produzir as moléculas
necessarias para 0 seu crescimento, a maioria das eubactérias sdo heterotroficas, e como tal

requerem alguma molécula organica como fonte de carbono e energia (Pelczar et al., 1981).

1.8.2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, € composto por 37 espécies,
17 das quais podem ser encontradas em amostras bioldgicas humanas (Gotz et al., 2006;
Winn et al., 2006).

A espécie Staphylococcus aureus (Figura 12) é uma bactéria esférica, imovel do grupo
dos cocos de gram-positivo, com didametro de 1um distinguindo-se dos restantes
Staphylococcus no teste da catalase, sendo classificados de coagulase negativa (Pelczar et al.,
1981; Gotz et al., 2006; Winn et al., 2006). O seu crescimento € mais rapido e mais abundante
em condigdes de aerobiose apesar de poderem ser anaerobidticos facultativos (Pelczar et al.,
1981; Lennette et al., 1985; Gotz et al., 2006).

E um agente patogénico oportunista, mas comensal de humanos, encontrando-se

frequentemente na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Pode em situacdes
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especificas provocar patologias que vao desde uma simples infecdo cuténea relativamente
benigna, até formas mais graves, como doencas sistémicas, potencialmente mortais, como
pneumonia, meningite, miocardites, pericardites, abcessos, e septicémia entre outras. Do
género Staphylococcus, esta espécie é a mais importante, pois encontra-se no meio ambiente
externo e coloniza 20 a 40% das fossas nasais dos adultos. Podem também aparecer nas
pregas cutaneas, perineo, axilas e vagina (Pelczar et al., 1981; Lennette et al., 1985; Gotz et
al., 2006; Winn et al., 2006; Todar, 2008a; Rosini et al., 2011). Continua a ser uma das
maiores causa de morte a nivel mundial e responsavel por variadissimas infecdes. E um dos
principais causadores de infecOes hospitalares (Gotz et al., 2006; Todar, 2008a; Rosini et al.,
2011).

Figura 12 - Staphylococcus aureus (Todar, 2008a)

No primeiro contacto com este microrganismo, este adere a pele ou a mucosa, rompe
as membranas das células epiteliais, comprometendo as ligagdes intercelulares (Pelczar et al.,
1981; Santos et al., 2007) como desmossomas e juncOes de aderéncia, interferindo
essencialmente no sistema de complemento, neutraliza a fagocitose e inibe as respostas

imunes humoral e celular (Santos et al., 2007).
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O alto poder infecioso de S. aureus ndo esta restrito apenas a sua facilidade e
multiplicacdo e disseminacdo nos tecidos, mas também a produgdo de moléculas com grande

poder patogénico, que incluem enzimas e toxinas (Santos et al., 2007).

Esta bactéria foi das primeiras a serem controladas com penicilina, mas devido a sua
grande capacidade adaptativa, tornou-se rapidamente resistente aos antibidticos, podendo
permanecer viavel por longos periodos de tempo. Atualmente mais de 80% das estirpes de S.
aureus sao resistentes a penicilina e outros antibioticos de uso corrente nas prescricdes
médicas (Pelczar et al., 1981; Winn et al., 2006; Todar, 2008a).

Esta estirpe cresce em meios de pH neutro, a temperatura de 37°C, 0 que constituem
fatores de viruléncia importantes, quando se trata de infecdes a animais homeotérmicos como
0 Homem (Winn et al., 2006).

As colonias sdo arredondadas lisas e brilhantes. A coloracdo vai desde o acinzentado
até amarelo ouro (Pelczar et al., 1981; Winn et al., 2006).

Os Staphylococcus situam-se entre 0s microrganismos ndo esporulados mais
resistentes. S. aureus cresce na presenca de altas concentracfes de cloreto de sédio (10% a

15%) e resiste a acdo de sais biliares (Pelczar et al., 1981).

1.8.2.2 Escherichia coli

Escherichia é um género grande e diversificado de bactérias. E um bacilo de gram-
negativo (Figura 13), da familia Enterobacteriaceae, género Escherichia (Pelczar et al., 1981;
Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006; Todar, 2008b).

Possui forma de bastonete e varios flagelos periféricos. Encontra-se na flora intestinal
do Homem, colonizando-o logo apds o nascimento (Pelczar et al., 1981; Todar, 2008b).
Existem, no entanto estirpes que podem ser patogénicas e causar infecbes e que sdo
classificadas consoante os efeitos que promovem em enteropatogénicas, enterotoxigénicas,

enteroinvasivas e hemorragicas (Lennette et al., 1985).

Geralmente a espécie E. coli comensal habita o intestino sem causar problemas de
saude (Pelczar et al., 1981; Winn et al., 2006). Quando libertadas para o meio ambiente
podem ser um indicador de qualidade de agua e alimentos, sendo considerados marcadores de

agua contaminada por detritos de origem fecal (Todar, 2008b).
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Figura 13 - Escherichia coli (ampliagdo 1000x) (Todar, 2008b)

Fisiologicamente, E. coli é versatil e bem adaptada aos seus habitats habituais. Pode
crescer em meios ricos em glicose como Unico constituinte organico, transformando
metabolicamente a glicose em todos os compostos macromoleculares que compdem as suas
celulas (Todar, 2008b).

A bactéria pode crescer na presenca ou na auséncia de O,. Sob condi¢des anaerobicas,
como na flora intestinal, crescendo por fermentacdo, produz uma caracteristica mistura de
gases e de acidos. No entanto, também pode crescer em ambientes oxigenados e em diferentes
habitats ambientais uma vez que é capaz de utilizar NO3, NO, ou fumarato como aceitadores
finais de eletrbes para 0s processos de transporte de eletrdes, adptam-se a diferentes
ambientes (Todar, 2008b).

A maioria das estirpes de E. coli € inofensiva, embora existam algumas patogeénicas.
Alguns tipos de E. coli podem causar diarreia, enquanto outras causam infe¢fes do trato
urinario, doencas respiratorias e pneumonia, entre outras doencas (Pelczar et al., 1981; Winn
et al., 2006).

1.8.2.3  Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é um bacilo curto, de gram-positivo, catalase positivo (Figura
14), ndo esporulado, em forma de haste, movel, anaerdbio facultativo, disposto em cadeias
curtas e ndo formando capsula (Pelczar et al., 1981; Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006;
Todar, 2008c).
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Figura 14 - Listeria monocytogenes (Todar, 2008c)

A temperatura ambiente apresentam mobilidade pois sdo flagelados, mas quando
crescem a 37°C tornam-se imoveis. Este microrganismo cresce num amplo intervalo de
temperaturas (4°C - 42°C) (Pelczar et al., 1981; Winn et al., 2006; Todar, 2008c) o que mais
uma vez, e a semelhanca das espécies de S. aureus contribui para a sua viruléncia.

Dentro das diferentes espécies existentes de Listeria somente Listeria monocytogenes
é considerada patogénica para seres humanos causando uma patologia designada listeriose
(Pelczar et al., 1981; Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006; Todar, 2008c).

Esta bactéria € um agente infecioso intracelular oportunista, multiplicando-se dentro
da célula hospedeira. E responsavel por infecbes gastro-intestinais bacterianas, afetando
principalmente recém-nascidos, mulheres grévidas e adultos com sistema imunitario
debilitado (Winn et al., 2006; Todar, 2008c).

Este microrganismo pode ser encontrado no solo, aguas residuais, plantas e fezes dos
animais, mas a maior fonte de contaminagdo sédo os produtos alimentares (Lennette et al.,
1985; Winn et al., 2006), crescendo nestes locais através da formacdo de biofilmes. Os
alimentos contaminados, quando refrigerados, permitem o aumento da populacéo de Listeria,
dado que esta espécie se desenvolve a baixas temperaturas (cerca de 4°C), podendo
permanecer estavel durante semanas (Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006). Os principais
hospedeiros deste agente infecioso sdo 0s animais (vacas, ovelhas, porcos, coelhos e aves)

(Pelczar et al., 1981; Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006) e algumas plantas. A infecéo
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faz-se por contacto direto com o organismo infetado, através da placenta ou no parto quando a
mae estd infetada, no entanto o mecanismo de transmissdo mais usual € através da
alimentacdo. Além desta, também o consumo de agua contaminada com substancias fecais de
animais contaminados é também uma via comum de infecdo. Cerca de 5% dos seres humanos
podem ser portadores de Listeria monocytogenes sem que no entanto mostrem sinais de
alguma patologia (Lennette et al., 1985; Winn et al., 2006; Todar, 2008c).

Este microrganismo é sensivel a penicilina, ampicilina aminoglucésidos, eritromicina,

tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol e imipenem (Winn et al., 2006).

1.8.3 Microrganismos em Estudo - Género Candida

Estima-se hoje que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos (Mehrotra et
al., 2005; Silva et al., 2006). Sao organismos ubiquos em numerosos habitats (Lennette et al.,
1985; Mehrotra et al., 2005), podendo encontrar-se na &gua, em solos humidos e nos
compostos organicos (Lennette et al., 1985; Mehrotra et al., 2005). Podem ainda aparecer em
plantas e animais como parasitas ou simbiontes (Mehrotra et al., 2005).

A complexidade das células deste grupo é elevada e os tipos celulares variam desde
uma célula microscopica até extensos micélios (Pelczar et al.,1981). Sdo seres eucariontes
portadores de esporos podendo reproduzir-se sexuada e assexuadamente (Pelczar et al., 1980;
Sharma, 1989; Mehrotra et al., 2005).

As leveduras sdo o exemplo tipico dos fungos constituidos por uma Unica célula-
fungos unicelulares. A maior parte das leveduras possuem cépsulas com composicdo
polissacaridica, incluindo heteropolissacarideos e substancias semelhantes ao amido (Pelczar
et al., 1980). A parede celular € constituida por quitina ou celulose ou a associacdo de ambas
com outros polissacarideos complexos. Esta constituicdo confere-lhes uma maior resisténcia
as agressdes do meio nos ecossistemas (Pelczar et al., 1980; Sharma, 1989; Mehrotra et al.,
2005).

A sua reproducdo pode ser sexuada ou assexuada (Pelczar et al., 1981).
Assexuadamente pode ocorrer esporulacdo, gemulacdo ou fissdo, sendo mais comum a
gemulacdo (Pelczar et al., 1980; Lennette et al., 1985).

As leveduras sdo apontadas como causadoras de numerosas patologias em seres
humanos. Devido a este facto, tem havido um esfor¢o de colaboragdo cada vez maior entre
médicos e laboratorios, para se avaliar o papel etioldgico da levedura em meio clinico
(Lennette et al., 1985).
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Das cerca de 100 mil espécies de fungos conhecidos, algumas sdo agentes etioldgicos
de numerosas patologias. Uma boa parte destas espécies potencialmente patogénicas sdo
eliminadas pelos cuidados de higiene diarios ou pelo nosso sistema primario de defesa, a pele
e tecidos subcutaneos. Clinicamente, qualquer fungo que se desenvolva e consiga reproduzir-
se a 37°C ou a temperaturas mais altas é considerado patogénico (Lennette et al., 1985).

As primeiras observacdes microscopicas de leveduras do género Candida foram feitas
por Leeuwenhoek por volta de 1680, porém a primeira descricdo associando as leveduras a
incidéncia de patologias foi feita por Lagenbeck em 1839, que descreveu a lesdo bucal
causada num paciente com tifo e a associou a uma levedura (Jorge, 2012).

As leveduras do género Candida s&o microrganismos comensais comumente
encontrados nas mucosas bucais, vaginais, e do trato gastrointestinal do homem e dos
animais. Em presenca de fatores predisponentes, podem transformar-se da forma comensal
para a patogenica causando infecbes que sdo denominadas candidiases (Verduyn Lunel et al.,
1999; Jorge, 2012; Silva et al., 2012).

Este género é muito heterogéneo, sendo formado por um grande nimero de espécies,
(= 200 espécies) das quais so6 cerca de 10% sdo reconhecidas como agentes infeciosos. Destas,
cerca de 90% das infecOes séo causadas por Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (Guarro et al., 1999; Verduyn Lunel et al.,
1999).

O género Candida apresenta morfologia diversificada, sdo geralmente pequenas,
ovoides, e possuem uma parede celular espessa (Kurtzman et al., 2011, Jorge, 2012).
Produzem abundantes pseudomicélios, podendo haver lugar a formacdo de verdadeiros
micélios e clamiddsporos. Os blastosporos podem estar presentes em posic@es tipicas de cada
espécie. A reproducdo vegetativa faz-se por gemulacdo multilateral (Pelczar et al., 1981;
Kurtzman et al., 2011). O metabolismo pode ser oxidativo, mas, em algumas espécies, €
fortemente fermentativo. Quando crescem em meios liquidos formam-se sedimentos,
frequentemente anel e uma pelicula (Pelczar et al., 1981). A temperatura de incubacdo parece
ter uma influéncia importante na morfogénese das diversas espécies de Candida (Jorge,
2012).
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1.8.3.1 Candida albicans (Robin) Berkhout (1923)

A espécie Candida albicans € a mais estudada dos microrganismos do género Candida
(Verduyn Lunel et al., 1999; Kurtzman et al., 2000; Hobson, 2003). Entre os fungos Candida
sp. é o genero predominante na flora microbiana humana, sendo Candida albicans a espécie
mais frequente do aparelho digestivo, com uma percentagem de incidéncia que varia entre 20
a 40% nos individuos assintomaticos para a candidiase (Lennette et al., 1985; Guarro et al.,
1999; Hobson, 2003; Kurtzman et al., 2011).

Em particular C. albicans é patogénica oportunista (Lennette et al., 1985; Verduyn
Lunel et al., 1999; Kurtzman et al., 2000; Kurtzman et al., 2011; Silva et al., 2012)
frequentemente isolada da superficie das mucosas dos individuos. Pode encontrar-se na flora
normal da boca, garganta, intestino grosso, vagina e pele. Estd muito bem adaptada ao corpo
humano, por isso pode coloniza-lo sem produzir sinais de doenca em condicBes de
normalidade fisiologica. Em condigdes de fraqueza local ou sistémica, que ocorre em
pacientes com sistema imunitario deprimido por alguma patologia, ou ainda promovida por
efeitos secundarios de farmacos para tratar qualquer distirbio de salde, podem invadir os
tecidos provocando infecbes graves (Lennette et al., 1985; Verduyn Lunel et al., 1999;
Kurtzman et al., 2011) designadas de candidiases (Verduyn Lunel et al., 1999; Kurtzman et
al., 2011). A incidéncia deste tipo de doenca tem vindo a aumentar nestas Ultimas décadas,
pois tem aumentado também o recurso a novas terapias farmacoldgicas, que debilitam o
sistema imunitario, para além de que a taxa de doentes infetados com HIV continua a
aumentar a nivel mundial (Verduyn Lunel et al., 1999; Hobson, 2003; Kurtzman et al., 2011).

C. albicans pode apresentar-se em diferentes morfologias (Figura 15) de acordo com
as condi¢gdes ambientais, incluindo células leveduriformes, pseudo-hifas, hifas verdadeiras e
clamidoconideos (Guarro et al., 1999; Kurtzman et al., 2011; Silva et al., 2012).
Microscopicamente, as células leveduriformes sdo globosas, ovoides curtas ou alongadas com
parede fina e sem capsula. Medem entre (2,9-7,2) x (2,9-14,4) um de didmetro, apresentando
gemulacdo multilateral segundo Jorge (2012) e (3,5-6,0)x(4,0-8,0) um segundo Kurtzman et
al. (2011) e Silva et al. (2012). Gemulagbes sucessivas com alongamento dos blastoconideos
individuais conduzem a formacéo das pseudo-hifas (Barnett et al., 2000; Kurtzman et al.,
2000; Kurtzman et al., 2011; Jorge, 2012). As hifas verdadeiras derivam dos tubos
germinativos e caracterizam-se por possuir paredes paralelas desde o seu ponto de origem no
blastoconideo, ou seja, ndo existe constricdo na juncdo com a célula méde (Kurtzman et al.,
2011; Jorge, 2012).
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Figura 15 - (A) Crescimento de leveduras da espécie Candida albicans em agar Sabourad dextrose. Observam-se
colonias circulares, cremosas e brilhantes. (B) Biofilme de Candida albicans formada in vitro observado em
microscopia eletrénica de varrimento (MEV). Observa-se a presenga do fungo em forma de leveduras e hifas.
(Adaptado de Jorge, 2012)

A parede celular ¢ uma estrutura complexa constituida maioritariamente por
polissacarideos (80-90%) peso/peso), apresentando também proteinas (3 a 6%) e lipidos (2%)
(Jorge, 2012). A estrutura de resisténcia no processo de esporulacéo recebe a designacdo de
clamidosporos. Esta estrutura € muitas vezes utilizada como meio de diagndstico para
diferenciar espécies (Kurtzman et al., 2011).

A temperatura parece ter uma influéncia importante na morfogénese de diversas
espécies de Candida. Temperaturas a volta dos 25°C primariamente promovem a formacéao de
clamidoconideos, enquanto que a temperaturas proximas dos 33°C, o crescimento em forma
leveduriforme é favorecido. Em temperaturas mais elevadas, tais como as presentes em
hospedeiros potenciais (37°C a 43°C) e pH préximo da neutralidade o crescimento micelial é
favorecido e a transformacdo da célula leveduriforme para a hifal ocorre pela formacéo do
tubo germinativo (Barnett et al., 2000; Kurtzman et al., 2011; Jorge, 2012; Silva et al., 2012).

1.8.3.2 Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice (1932)

Candida parapsilosis ¢ um fungo comensal que aparece habitualmente na pele das
méos (Lin C-C et al., 2014). Esta levedura é a causa mais comum da candidiase nos recém-
nascidos. Em meio de cultura C. parapsilosis produz longas ramificagdes de pseudo-hifas
(Figura 16). Contudo o grau de formacdo de pseudo-hifas varia com a estirpe (Kurtzman et
al., 2011; Silva et al., 2012; Lin C-C et al., 2014). No meio de cultura CHROMagar C.
parapsilosis apresenta coloragdes que variam de marfim a rosa e lavanda. Até a data ndo ha
referencias a nenhuma fase teleomorfica (Kurtzman et al., 2011). Microscopicamente as
células séo ovoides (3,0-4,0) x (5,0-8.0) um de diametro, surgindo simples ou aos pares.

Podem tambem apresentar-se sob a forma de células cilindricas até 20 pm de comprimento
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(Kurtzman et al., 2000). N&o possui reproducdo sexuada conhecida, e emite pseudo-hifas
simples (Barnett et al., 2000).
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Figura 16 - Candida parapsilosis (A) colénias macroscopicas em meio Cornmeal Tween 80. (B) estrutura
microscopica em SDA (Sabouraud Dextrose Agar) (Silva et al., 2012)

Os fatores de risco que aceleram o desenvolvimento de C. parapsilosis na corrente
sanguinea estdo relacionados com o uso prolongado de cateteres, casos em que ocorre
alimentacdo intravenosa, cirurgias gastrointestinais, condi¢des de imunodeficiéncia,
quimioterapia, utilizacdo de imunosupressores em pacientes transplantados, tratamento com
antibidticos ou tratamentos com farmacos antifungicos (Pigatto et al., 2009; Klepser, 2011;
Lin C-C et al., 2014; Oliveira Costa et al., 2014). O risco de mortalidade aumenta quando o
paciente possui altos niveis de metastases tumorais ou outra doenca maligna. A melhoria dos
cuidados de higiene, como a lavagem das mdos é uma pratica que apresenta correlacdo
significativa com a diminuicdo dos surtos oportunistas causados por C. parapsilosis (Lin C-C
etal., 2014).

Considerando a gama de antiflngicos disponiveis para o tratamento de candidiases o
fluconazole parece ser o mais eficiente para a eliminagdo deste agente infecioso (Lin C-C et
al., 2014), ainda que a sua resisténcia a este tipo de farmacos tenha vindo a aumentar
(Klepser, 2011).

1.8.3.3 Candida oleophila Montrocher (1967)

Candida oleophila é um fungo epifitico antagonista microbiano, que protege uma
variedade de produtos frescos nos processos de poés-colheita, de um variado ndmero de
agentes patogénicos (Droby et al.,, 2002; Gamagae et al., 2003; Lassois et al., 2008).
Atualmente s&o conhecidos quatro microrganismos antagonistas com acdo semelhante a que é
atribuida a esta espécie, nomeadamente duas leveduras, Candida oleophila e Crytococcus
albidus e duas estirpes de bactérias da espécie Pseudomonas seryngae (Droby et al., 2002;
Lassois et al., 2008).
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A capacidade de biocontrolo de Candida oleophila estd relacionada com a sua
capacidade de colonizar rapidamente a superficie dos frutos, e a sua aptiddo de crescimento
acelerado em lesGes, competindo assim pelo espaco e nutrientes com o agente infecioso
(Droby et al., 2002). Pensa-se que este fator sera o principal responsavel da acéo antagonista
deste fungo. No entanto, para além de competir pelos nutrientes e espago, este fungo
antagonista, parasita os agentes infeciosos pds-colheita, através da propagacdo das suas hifas
na parece celular do agente infecioso, degradando-a (micoparasitismo), podendo também
induzir uma resposta bioquimica na superficie das lesdes (Droby et al., 2002; Saligkarias et
al., 2002; Lassois et al., 2008).

Morfologicamente, esta espécie apresenta algumas células esferoidais, mas a maior
parte encontra-se sob a forma ovoide ou alongada (2,9-4,3)x(4,3-6,5) um. As ceélulas
cilindricas (1,5-3,6)%(4,3-9,4) um podem apresentar-se ligeiramente curvadas. Podem
aparecer isoladamente ou em coldnias (Kurtzman et al., 2011). Apresentam reproducao
vegetativa formando pseudo-hifas que poderdo ter verticilos ou blastoconidios ovoides
(Kurtzman et al., 2011). N&o possui reproducdo sexuada conhecida (Barnett et al., 2000;
Kurtzman et al., 2011).

1.8.4 Desenvolvimento de Resisténcia a Antibidticos e Antifungicos

A crescente taxa de resisténcia dos microrganismos, associada ao decréscimo da
sintese e desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos leva a que o antibidtico,
menos de cem anos apds a descoberta da penicilina, e ap06s ter contribuido para um marcado
aumento da esperanca de vida média, esteja em "risco de extin¢do", isto € em risco de perda
de eficacia. Atualmente, Portugal ocupa o 9° lugar entre 0s paises com maior consumo
antimicrobiano na Europa. A taxa de infecdo hospitalar em Portugal é mais elevada do que a
média europeia (DGS, 2014).

A comunidade cientifica definiu um grupo de microrganismos que constitui particular
preocupacdo em termos de aquisicdo de resisténcia a antimicrobianos, designando-o pelo
acronimo ESKAPE, que corresponde as iniciais dos seguintes microrganismos: Enterococcus
resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella produtora
de betalactamases de espetro alargado, Acinetobacter resistente ao imipeneme, Pseudomonas
resistente ao imipeneme e Enterobacter resistente as cefalosporinas de terceira geragdo, mais

tarde o Clostridium difficile foi também integrado neste grupo (DGS, 2014).
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Portugal apresenta um dos niveis mais elevados da Europa em termos de resisténcia de
Staphylococcus aureus a meticilina. Este valor foi crescente entre 2003 a 2011, no entanto nos
anos 2012 e 2013 verificou-se uma ligeira diminuicdo. Relativamente a E. coli, em Portugal
aumentou, entre 2001 e 2012, de 18% para 30% a resisténcia as quinolonas. Estudos de
prevaléncia de infecGes adquiridas em ambiente hospitalar e de uso de antibidticos em
hospitais portugueses, realizado em 2012, indicam taxas de resisténcia a carbopenemes de 2%
(DGS, 2014).

Nas duas ultimas décadas a pesquisa de novos compostos bioativos a partir de
produtos naturais tem sido estimulada, pois cada vez mais, a resisténcia aos antibioticos esta a
tornar-se um problema complexo para a medicina mundial. Esta resisténcia esté relacionada
com o uso inadequado dos farmacos com acdo bactericida pela populacdo em geral, o que
permitiu aos microrganismos desenvolverem adaptacdes genéticas ou ambientais favoraveis
(Silveira et al., 2006; Winn et al., 2006; Silva et al., 2012; Zhang et al., 2013; Cushnie et al.,
2014).

Perante este facto a procura de substancias naturais, biologicamente ativas, tem sido
encorajada, e entre outras atividades biologicas, a pesquisa de substancias com atividade
antimicrobiana deve ser estimulada. Estas moléculas naturais podem aliar o seu papel de
condimento alimentar a outras caracteristicas vantajosas como o facto de serem produtos
naturais e biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos, poderem
desempenhar, simultaneamente, as funcdes de mais do que um dos seus equivalentes
sintéticos (Figueiredo et al., 2007; Teles et al., 2014) e/ou sinergismo, ou seja quando
combinadas duas substancias, a soma do seu efeito é superior a soma dos efeitos em separado,
0 que pode ser benéfico ou prejudicial, podendo inibir, intensificar ou mesmo néo interferir na
eliminacdo do microrganismo (Cuenca-Estrella, 2004, Teles et al., 2014).

A resisténcia aos farmacos antifangicos tem sido um desafio no tratamento de infecGes
hospitalares. Alguns fungos patogénicos apresentam uma resisténcia inata ou reduzem a sua
suscetibilidade aos farmacos e tratamentos o que é normalmente designado de resisténcia
adquirida (Barry et al., 2002; Klepser, 2011; Zhang et al., 2013).

Dentre os diferentes mecanismos de resisténcia descritos para microrganismos, oS
mais importantes em bactérias de gram-positivo podem ser classificados em 3 grupos
distintos: destruicdo do antibiotico promovida por enzimas sintetizadas pelos microrganismos
e que catalisam a degradacdo do antibiotico ou modificam os seus grupos funcionais, criando

funcOes inativas para o reconhecimento molecular (Ghannoum et al., 1999; Silveira et al.,
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2006; Klepser, 2011), efluxo continuo do antibidtico, isto é, genes mutantes superexpressam
proteinas transportadoras de membrana responsaveis pela entrada e saida de substancias do
meio citoplasmatico, fazendo com que a retirada do antibidtico para o meio extracelular seja
mais rapida que a sua difusdo pela membrana bacteriana, mantendo uma concentracao
insuficiente para atuar como bloqueador de funcbes celulares (Ghannoum et al., 1999;
Silveira et al., 2006; Klepser, 2011) e ainda reprogramacao e modificacdo da estrutura-alvo
do antibidtico, como ribossomas, proteinas e constituintes da parede celular que sao
estruturalmente modificados a partir de genes que os expressam, afetando o reconhecimento
do farmaco pelo alvo e diminuindo a sua poténcia (Silveira et al., 2006).

Os antifingicos de uso mais comum podem ser agrupados em quatro conjuntos
farmacoldgicos de acordo com o seu modo de acdo: polienos (e.g. anfotericina B) que atua e
promove alteracbes na membrana do fungo (Carrillo-Mufioz et al., 2006), os azoles
(imidazdis e triazdis), os quais inibem a sintese do ergoesterol, constituinte da membrana
celular fangica (fluconazole, voriconazole e posoconazole), os andlogos da pirimidinas que
atuam por inibicdo da sintese de DNA e RNA (5-fluorocitosina) (Lamb et al., 1999), e por
ultimo as equinocandinas que inibem a sintese do 1,3-5-D-glucano, principal constituinte da
parede celular dos fungos (caspofungina, anidulafungina e micafungina) (Pigatto et al., 2009,
Klepser, 2011).

Os polienos foram os primeiros antifingicos desenvolvidos e utilizados contra as
infecdes fungicas. O uso da anfotericina B, um antifungico sistémico, € o mais eficaz do
mercado, no entanto o uso deste farmaco é limitado, pois apresenta toxicidade para o
organismo humano, para além de ter uma administracdo dificil, via intravenosa. Apesar do
aumento dos antifingicos disponiveis para tratamento, a resisténcia que pode advir da sua
utilizacdo continua a ser um problema (Ghannoum et al., 1999; Verduyn Lunel et al., 1999;
Bal, 2010; Klepser, 2011).

Os azoles sdo geralmente bem tolerados, podendo no entanto, promover o
aparecimento de distarbios da visdo, fototoxicidade cutanea (Klepser, 2011) e 0 mais grave,
serem hepatotdxicos ou provocarem nefrotoxicidade (Lamb et al., 1999; Pigatto et al., 2009;
Klepser, 2011). Muitas reacGes tém sido descritas como efeitos secundarios da sua aplicacdo
como febre, calafrios, hipotenséo, anorexias, nauseas, vomitos, enxaquecas e taquipeneia. O
fluconazole € o farmaco pertencente a este grupo cuja aplicagdo como antifingico esta mais
difundida, sendo muito utilizado em doencas renais, candidiases cronicas, recipientes de

transporte de 6rgdos para transplante e pacientes hematologicamente deprimidos. Dada a sua
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utilizacdo intensa o desenvolvimento de resisténcia a este antifingico tem-se intensificado
(Verduyn Lunel et al., 1999; Klepser, 2011).

As equinocandinas sao antifungicos recentes de baixa toxicidade (Pigatto et al., 2009,
Klepser, 2011) que no entanto apresentam menor atividade antimicrobiana nomeadamente
contra espécies como C. parapsilosis e C. guilliermondii (Bal, 2010), Cryptococcus
neofarmans, espécies de Fusarium e Scedosporium, como também contra Zigomycetes
(Klepser, 2011).

O género Candida €, dos fungos causadores de infe¢Bes nosocomiais, 0 que se
desenvolve e difunde mais rapidamente, e que mais tem surgido como promotor de infecoes
hospitalares, sendo normalmente combatido com recurso a azoles. Como ja foi referido, a sua
aplicabilidade esta limitada por problemas relacionados com a seguranca do farmaco,
existindo muitos relatos sobre a sua hepatotoxicidade e aumento de resisténcia. Mesmo assim,
dada a sua eficacia na inibicdo da sintese do ergosterol, componente fundamental da
membrana celular dos fungos, os azoéis sdo dos farmacos mais utilizados no tratamento de
candidiases. Dada a resisténcia que se tem vindo a desenvolver pelos microrganismos,
principalmente os filamentosos, e considerando ainda a sua elevada hepatotoxicidade, a
procura de outras substancias com resultados igualmente eficazes tem aumentado,
apresentando-se como uma alternativa viavel os compostos provenientes de plantas (Lamb et
al., 1999; Odds et al., 2003; Carrillo-Mufioz et al., 2006; Klepser, 2011).

1.8.5 Extratos de Plantas Usados como Medicamentos

As plantas tém na sua composicdo moléculas muito variadas, como resultado do
metabolismo primario, mas fundamentalmente, pelo menos no que se refere a diversidade,
resultantes do metabolismo secundério, muitas das vezes como resposta a situacdes de stresse
ambiental (Taiz et al., 2006; Garcia et al., 2009). Muitas destas substancias naturais séo
extraidas das plantas sob a forma de extratos mais ou menos complexos. Mais raramente, as
substancias isoladas sdo utilizadas na sintese ou semissintese de outros compostos. Muitas
vezes um mesmo principio ativo pode ser extraido de diferentes plantas. A escolha é feita,
tendo em mente, entre outros, o ciclo de vida da planta, o rendimento de extracéo, a natureza
dos compostos, o0 custo da planta, o custo de manutengdo e auséncia de compostos toxicos
(Figueiredo et al., 2007).

Salvia officinalis L. tem aparecido na longa lista de plantas medicinais como

espasmolitica, antissética e adstringente. Alguns dos compostos fenolicos desta especie
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apresentam uma excelente atividade antimicrobiana tal como uma elevada atividade
antioxidante. Consequentemente os extratos correspondentes tém sido largamente utilizados
na estabilizacdo alimentar (Hayouni et al., 2008; Topcu et al., 2008; Daglia, 2012; Martins et
al., 2015).

Dentro do grupo dos polifendis, os flavandis, flavondis e taninos sdo 0s que possuem
atividade antimicrobiana mais elevada (Daglia, 2012). Atuam inibindo a formagdo de
biofilmes, reduzindo a capacidade de aderéncia do microrganismo e neutralizando as toxinas
microbianas. Entre outros microrganismos, os flavanois inibem o crescimento de Escherichia
coli, e outros flavonois possuem atividade antimicrobiana contra muitas bactérias de gram-
positivo como o Staphylococcus aureus e bactérias de gram-negativo. Ja para os taninos foi
descrita atividade contra E. coli, S. aureus, S. mutans, como reflete o estudo efetuado por
Daglia (2011) no género Rubus e Fragaria. Estudos in vitro efetuados por Topcu e
colaboradores (2008) e por Baravecic e colegas (2008), mostraram que 0s terpenos de S.
officinalis tém funcdes anti-inflamatdrias, antiproliferativas e neuroprotetora. Topgcu e seus
assistentes (2008), verificaram ainda que os diterpenoides apresentaram elevada atividade

antimicrobiana contra S. aureus, entre eles a hipargenina A e a hipargenina B.

1.8.6 Compostos com Atividade Antimicrobiana

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos de
plantas e referidos na bibliografia disponivel pertencem aos grupos dos alcaloides (Ferreira,
2007), dos terpenoides, das substancias fendlicas, tais como fendis simples, acidos fendlicos,
quinonas, flavonas, flavondis e flavonoides, taninos e cumarinas (Damodaran et al., 2008;
Tortora et al., 2010). Estes metabolitos secundarios regulam o metabolismo intermediario,
ativando ou bloqueando reacBes enzimaticas, afetando a sintese enzimatica, tanto ao nivel
nuclear como ribossomal, podendo mesmo afetar a membrana do microrganismo infecioso
(Damodaran et al., 2008; Tortora et al., 2010).

A atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos baseia-se na rutura das
membranas dos microrganismos, provocando alteracfes na composicéo e estrutura lipidica,
promovendo o esvaziamento do conteddo celular. Uma propriedade importante destes
compostos é a sua atividade permanente durante longos periodos de tempo (Tortora et al.,
2010). Os alvos preferenciais destes compostos sdo as proteinas ou os lipidos membranares

como referido anteriormente.
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1.1  Caracterizacéo do Material Vegetal

O ensaio experimental foi realizado no Jardim Botanico da Universidade de Tras-0s-
Montes e Alto Douro (UTAD), em Vila Real (41°19°N, 7°44°W) a cota de 470 m acima do
nivel do mar, entre 2011 e 2013.

No presente trabalho foram selecionadas 12 plantas de salva rubra Salvia officinalis L.
var. purpurascens), subarbusto perene, fortemente ramificado (Figura 17), com cerca de 60cm
de altura cada e diametro equivalente. As plantas com quatro anos de idade, em bom estado

fitossanitario e com boa exposicdo solar, pertencem a colecdo de plantas aromaéticas e

medicinais do Jardim Botanico da UTAD.

Figura 17 - Espécie Salvia officinalis L. var. purpurascens localizada na colecdo de plantas aromaticas e
medicinais do Jardim Botanico da UTAD, com especial detalhe de coloracéo das folhas jovens e adultas
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1.2 Localizagdo e Caracterizagdo Climatica

11.2.1 Localizacao

A cidade de Vila Real esta situada a cerca de 450m de altitude, sobre a margem direita
do rio Corgo, um dos afluentes do Douro. Localiza-se num planalto rodeado de altas
montanhas, em que avultam as serras do Mardo e do Alvéao (Figura 18) (Diniz et al., 2003;

mid=z_Mg2zwfiPGM.K7Wwd72ITxjl&hl=en_US)

Dista aproximadamente 85km, em linha reta, do Oceano Atlantico, que lhe fica a
oeste, 15km do rio Douro, que lhe corre a sul, e, para norte, cerca de 65km da fronteira com a
Galiza, Espanha (Diniz et al., 2003; CMVR, 2014; Ferreira, 2015).

O concelho de Vila Real mantém caracteristicas rurais bem marcadas. Dominam dois
tipos de paisagem: a zona mais montanhosa das Serras do Mardo e do Alvao, separadas pela
terra verdejante e fértil do Vale da Camped, e, para sul, com a proximidade do Douro, 0s
vinhedos em socalco. Por toda a parte existem linhas de agua que irrigam a area do concelho,
com destaque para o rio Corgo, que atravessa a cidade num pequeno mas profundo vale,

originando um canhdo de invulgar beleza (Diniz et al., 2003; CMVR, 2014).
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11.2.2 Caracterizacao Climatica

O clima da regido do local do estudo é temperado tipicamente Mediterranico com
influéncia continental. H4 medida que se progride para o interior, as influéncias atlanticas
deixam praticamente de sentir-se, dando lugar a um clima com caracteristicas mais
continentais, verdes quentes e secos e invernos chuvosos, em que ocorre cerca de 70% da
precipitacdo total anual. Assim a cidade de Vila Real, apresenta duas estagdes do ano de
extremos: invernos bastante prolongados com frio constante, chegando mesmo a temperaturas
por vezes negativas, e verdes bastante quentes e secos. Em relacdo a temperatura, além das
grandes amplitudes térmicas verifica-se que os meses mais quentes sdo julho e agosto e 0s
mais frios dezembro e janeiro, com média anual de 21,5°C, 21,3°C e 5,8°C, 7°C,
respetivamente, segundo as normais climatoldgicas no periodo de 1971 a 2000 em Vila Real
representadas na Figura 19 (IPMA, 2015).
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Figura 19 - Normais Climatol6gicas de temperatura e precipitacdo para Vila Real (1971/2000)

Analisando a Figura 20, Figura 21 e Figura 22 dos registos da Estacdo Meteorologica
Automatica do Campus da UTAD, observou-se que 0s meses mais frios estdo associados ao
inverno nos quais se registaram as precipitacbes mais elevadas, sendo estas, quase nulas
durante o verdo, que registou as temperaturas médias das maximas do ano mais elevadas. A
temperatura maxima media mensal mais elevada foi registada em agosto, 28,3°C e 31,6°C no
ano de 2011 e 2013, respetivamente. As temperaturas medias minimas mensais ocorreram em
dezembro de 2011 e em janeiro e dezembro de 2013, com valores de 3,6°C e 2,8°C,

respetivamente.
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Em termos de distribuicdo de precipitacdo (Figura 20 e Figura 22), observou-se uma
importante variacdo sazonal, sendo o semestre himido responsavel por 80% da pluviosidade
média anual entre 61mm no ano de 2011 e 71mm em 2013, concentrando-se, principalmente,
nos meses de outubro a margo. Em contrapartida, os meses de junho, julho e agosto foram
bastante secos.

No ano de 2011 a maior concentracdo de precipitacdo verificou-se no més de
novembro (151mm) e a minima em julho foi de 1,5mm.

Nas Figura 20 e Figura 22 pode verificar-se que a maior radiacdo solar direta encontra-
se concentrada no verdo nos meses de junho, julho e agosto. A radiacdo solar global varia
entre 5,2 e 28,5MJmdia™.

E importante realcar que, devido as caracteristicas desta planta, os extremos dos
fendmenos meteoroldgicos assumem uma grande importancia ao nivel do desenvolvimento
vegetativo, pelo que o regime de temperaturas e a distribuicdo sazonal da precipitacdo
condiciona a resposta da vegetacdo a tais fatores. Assim sendo, o0 ensaio experimental
decorreu entre 2011 e 2013. Optou-se por apresentar os dados referentes a 2011 e 2013 por
serem periodos climaticos distintos, pelas diferencas registadas a nivel das diferentes
variaveis do clima, tais como, temperatura, precipitacdo, humidade, radiacdo solar, entre
outros que influenciam o desenvolvimento vegetativo, ja que o ano de 2012 foi semelhante ao
de 2013.
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Figura 20 - Totais pluviométricos (Precip), temperatura média das médias (T. méd), média das minimas (T. min),
média das maximas (T. max) mensais (A); Radiacdo Solar Total (B) para Vila Real, registados no ano 2011
(dados meteoroldgicos obtidos pela estacdo meteoroldgica automatica do Campus da UTAD)
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meteorolégicos medidos por estagdo meteoroldgica automatica no Campus da UTAD)

65



Caracterizacdo Quimica e Bioldgica da Planta Aromatica e Medicinal Salvia officinalis L. var. purpurascens

11.2.3 Caracterizacdo Edéfica

De acordo com Cary (1985), dada a natureza das formac6es geoldgicas e do relevo, 0s
solos predominantes na area do concelho de Vila Real sdo, por via de regra, delgados e
pobres, embora existam algumas zonas mais aplanadas, encostas mais suaves e vales ou
depressdes em que ndo so por se tratar de formacdes de acumulacbes, mas sobretudo pelo
facto de refletirem uma profunda e prolongada intervencdo humana, ocorrem solos de boa ou
grande fertilidade.

O solo onde decorreu o ensaio € um cambissolo districo (litélico ndo hdmido e
mediterranico pardo), sobretudo derivado do xisto. Caracteriza-se por apresentar uma textura
média (franco-arenosa), com pH &cido (5,4), uma percentagem de matéria organica de 1,45 e
teores de fosforo médios (63ppm) e de potassio muito altos (348ppm). A andlise do solo foi
realizada no Laboratorio de Solos da UTAD (Anexo 1).

1.3 Amostragem

A recolha das amostras foliares para a avaliacdo dos diferentes parametros foi efetuada
em 15 de junho e 9 de setembro do ano de 2011 e 24 de junho e 13 de setembro do ano de
2013, no periodo da manhd. Foram colhidas folhas verdes com desenvolvimento foliar
completo e folhas jovens com coloracdo violacea que se encontravam nos apices, todas elas

em bom estado fitossanitario.

1.4 Metodologia dos Parédmetros Morfoanatomicos, Fisiologicos,

Quimicos e Bioquimicos

11.4.1 Determinacdo de Parametros Morfoanatémicos

Das 8 folhas colhidas por tratamento (jovens junho, jovens setembro de 2011 e adulta
junho, adultas setembro de 2013) fizeram-se cortes na regido mediana da folha, a fim de evitar
diferengas de espessura. Os cortes definitivos foram obtidos segundo a técnica de Deyson
(1965) e Gongalves (2000).

Para isso fixaram-se as amostras durante 24h em FAA (90% de alcool a 70%; 5% de
formol; 5% de acido acético glacial). De seguida, as amostras foram colocadas em agua
destilada durante 15min. A seguir desidrataram-se em concentra¢Bes crescentes de alcool
durante 1h (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), procedeu-se ao clareamento em xilol e a
impregnacdo das amostras em parafina fundida numa estufa a 60°C durante 12 a 24h. Depois
da impregnacéo, efetuou-se a inclusdo em blocos de parafina no aparelho de inclusdo LEICA
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EG 1160 HITOEMBEDDER. Apés solidificagdo dos blocos, procedeu-se ao corte do material
no micrétomo rotativo LEICA RM 2135 e a colagem em laminas em banho-maria (54°C).
Apdbs 12 a 24h, efetuou-se a desparafinacdo do material em xilol que posteriormente foi
hidratado em concentracdes decrescentes de alcool (100 a 70%). Para dar afinidade ao corante
utilizado (azul de toluidina 0,1% durante 7min), passou-se o material por &gua destilada e, por
fim, procedeu-se a uma Ultima desidratacdo em alcool e em xilol antes de efetuar a montagem
da preparacdo em Entellan. Este tipo de coloragdo permite obter bons contrastes entre os
diferentes componentes dos 6rgdos e o meio de montagem.

Posteriormente as preparacdes histolégicas obtidas foram observadas ao microscopio
6tico invertido Olympus 1X 51 (Olympus Optical Co., GmbH, Hamburgo, Alemanha). Estes
cortes seguidamente foram fotografados com uma camara fotografica acoplada Olympus
Colorview I1l. As medi¢des anatomicas foram realizadas com o software de tratamento de
imagem Cell* (Soft Imaging System GmbH, Hamburgo, Alemanha).

Os parametros histoldgicos analisados consistiram na medicdo da espessura dos
diferentes tecidos foliares, designadamente, as epidermes adaxial e abaxial com as respetivas
cuticulas, os parénguimas clorofilinos em palicado (PCE) e lacunoso (PCL), mesofilo e
lamina total. A razdo PCE/PCL foi posteriormente calculada. Na nervura principal da folha
foi medido a espessura do xilema (EX), a espessura do floema (EF), a largura da nervura
principal, a area dos vasos xilémicos (AVX) e o perimetro dos vasos xilémicos (PVX) de
folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo
de 2013. Paralelamente foram feitas observacgdes tridimensionais das epidermes superiores e
inferiores de 5 folhas jovens e adultas num microscopio eletronico de varrimento (MEV)
Philips-FEI/Quanta 400 com EDS (FEI, Hillsboro, Oregon, EUA) a 15,0kV.

11.4.2 Quantificacdo de Ceras Cuticulares Solaveis

Para quantificar as ceras intra e epicuticulares foi usada uma solucdo de
tricolorometano e metanol na propor¢do de 3:1, segundo Hamilton (1995) com algumas
modificacdes.

As amostras foram introduzidas, 2 folhas por amostra, separadamente em placas de
Petri com 100mL de solugdo tricolorometano/metanol durante 2min, agitando-se levemente.
As solugdes obtidas (ceras mais tricolorometano e metanol) foram filtradas em papel-filtro e
cada uma foi transferida para um goblé de peso conhecido, onde ficaram a secar a temperatura
ambiente, para obtengéo do residuo sélido (ceras).
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11.4.3 Determinacéo de Parametros do Estado Hidrico e Esclerofilia
Procedeu-se a medicdo da area foliar (n=8), com o medidor LI-3100 (Li-Cor, Lincoln,
NE) e para os indices do estado hidrico e esclerofilia foi calculado o contetdo relativo de
agua (RWC %), através da formula:
RWC= [(PF-PS)/(PT-PS)]x100
PF - corresponde ao peso fresco;
PT - corresponde ao peso fresco a turgescéncia maxima (determinado por imersdo dos
peciolos foliares em dgua desmineralizada, durante 24h, as escuras e a 4°C);
PS - corresponde ao peso seco (apds secagem a 70°C, durante 48h, numa estufa
ventilada).

A densidade do tecido foliar (D, g kg') e a 4rea foliar especifica (SLA, m® g™) foram
calculadas de acordo com Dijkstra (1989) do seguinte modo:
D= (PF/PS)x1000
SLA= AF/PS
AF - corresponde a Area Foliar

Para obtencdo destes parametros foram utilizados os procedimentos descritos em
Bacelar et al. (2006).

11.4.4 Determinacdo de Parametros Fisioldgicos

11.4.4.1 Determinacdo da Fluorescéncia da Clorofila a in vivo

A determinacdo da fluorescéncia da clorofila a foi efetuada num dia de céu limpo pela
manhd, usando um fluorimetro portatil PAM (Pulse Amplitude Modifier) que permitiu fazer
medicdes in vivo.

Antes da medicdo, adaptou-se uma por¢do da folha (n=8) ao escuro durante 30min.
Depois deste periodo mediu-se a fluorescéncia basal (Fo) quando todos os centros de reacao
do fotossistema Il (PSII) estavam abertos (oxidados), usando um pulso de luz de baixa
intensidade. A fluorescéncia maxima (Fn,) foi medida quando todos os centros de reagdo do
PSII estavam fechados (reduzidos) durante um pulso de luz saturada (pulso de 0,7s de
15000pmol fotdes m?s™). A diferenca entre estes dois parametros dé-nos a fluorescéncia
variavel, F, (Correia et al., 2005). Através da equacao:

Fu/Fm= (Fm-Fo)/Fm

Obtém-se a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Krause e Weiss, 1991).
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De seguida as folhas foram novamente expostas a luz, aumentando-se a luz actinica de
um fluxo de fotdes de 300 para 1500pmol fotdes m™?s™. Depois de 20 s de exposicdo a cada
irradiancia, foi medida a fluorescéncia no equilibrio (Fs) por 2,5 s, seguindo-se uma exposi¢ao
a luz saturante (15000pmol fotdes m?s™) por 0,7 s para calcular a fluorescéncia maxima
(F'm). Para determinar o F'y ensombrou-se a amostra de folhas por 5 s com uma fonte de luz
vermelho longinquo. Estes parametros foram usados para determinar:

- coeficiente de extingdo fotoquimica: gP=(F'm-Fs)/(F'm-F'o);

- coeficiente de exting¢do ndo fotoquimica gN=1-F'\/F;

- rendimento quéantico efetivo do PSIl (®ps=AF/F'm=(F'n-Fs)/F'w) (Bilger e Schreiber,
1986; Genty et al., 1989).

- Taxa de transporte de eletrdes (ETR=(AF/F'y,)XPPFDx0,5x0,84) (Krall e Edwards
(1993), onde PPFD ¢ a densidade de fluxo de fotBes incidente na folha, 0,5 é o fator que
assume igual distribuicdo de energia entre os dois fotossistemas e 0,84 € o valor
correspondente a fracdo de luz incidente que é absorvida pelas folhas, valor mais comum para

as plantas C3.

11.4.4.2 Determinacéo das Trocas Gasosas

A determinacdo das trocas gasosas foi efetuada nas mesmas folhas utilizadas na
avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a. Utilizou-se um analisador de gas por radiacédo
infravermelha (IRGA-LCpro+, ADC, Hoddesdon, Reino Unido) num modo diferencial e
circuito aberto. As medicdes das trocas gasosas foram efetuadas no periodo da manha (11h),
num dia de céu limpo, em 8 folhas expostas em condi¢des de luz saturante para a fotossintese
(PPFD superior a 500pumolm™s™). Cada leitura foi registada logo que a pressdo parcial do
CO2 no interior da cAmara estabilizasse, 0 que normalmente acontecia ao fim de 1 min, de
forma a minimizar o chamado “efeito estufa” dentro da camara foliar (Moutinho-Pereira,
2000).

O IRGA permite para além de estimar a taxa de assimilagdo liquida de CO, (A), obter
a condutancia estomatica para o vapor de agua (gs), a taxa de transpiracdo (E) e a razdo da
concentragdo do CO; intercelular e atmosférico Ci/Ca. A eficiéncia intrinseca do uso da agua
(A/gs) foi determinada a partir das equagdes de von Caemmerer e Farquhar (1981). As
unidades adotadas sdo as propostas por Cown (1977) sendo as suas taxas expressas por

unidade de area foliar projetada (apenas a area de uma das superficies foliares).
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11.4.5 Determinacéo dos Parametros Quimicos e Bioquimicos

11.4.5.1 Determinacéo de AcUcares Soluveis e Amido

Os acgucares soltveis foram quantificados segundo o procedimento adaptado de
Irigoyen et al. (1992) através do método colorimétrico de antrona.

Num tubo de ensaio adicionou-se um disco de 8mm de diametro correspondente ao
material vegetal em estudo, S. officinalis L. var. purpurascens (n=8). De seguida, adicionou-
se 10mL de etanol a 80% e colocou-se em banho-maria durante 1h a 80°C. Posteriormente
noutro tubo de ensaio foi adicionado 200uL do extrato alcodlico e 3mL de antrona, agitou-se
no vortex, ferveu-se os tubos durante 10 minutos a 100°C e de seguida arrefeceu-se em gelo.
Por fim, procedeu-se a leitura da absorvancia a 625nm. A curva-padréo foi feita com uma
solucdo mae de glucose (0,05%).

Para a quantificacdo do amido, utilizou-se 0 mesmo disco dos aglcares sollveis ao
qual se adicionou acido perclérico a 30%, para eliminar o extrato dos agtcares, de acordo com
0 procedimento adaptado de Osaki et al. (1991). A curva-padrdo foi feita com uma solugéo
mde de glucose (0,05% em 50mL de &cido perclorico a 30%) sendo a leitura da absorvancia

realizada a 625nm.

11.4.5.2 Determinacdo de Proteinas SolUveis

A concentracdo total de proteinas sollveis foi determinada tal como proposto por
Bradford (1976) com algumas adaptacGes. Os discos de folha foram macerados num meio
contendo 50mM tampao fosfato (pH 7,8), 0,1mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
100mM fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e 2% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e
centrifugada a 22000g durante 30 minutos, a 4°C. A absorvancia foi lida a 595nm, e albumina

de soro bovino (BSA) foi utilizada como padré&o.

11.4.5.3 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica

Na quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) como meio
de determinar o grau de peroxidacg&o lipidica foram utilizados os procedimento adaptados de
Heath e Packer (1968) e de Costa et al. (2002). A base quimica deste método relaciona-se
com o facto de que, durante a oxidagdo da maioria dos sistemas biologicos, formar-se uma
substancia designada por malondialdeido (MDA). De facto é o principal aldeido formado
como produto secundario durante a oxidacéo dos acidos gordos polinsaturados existentes nas

membranas biologicas, no entanto, outros aldeidos podem condensar com o0 4&cido
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tiobarbiturico (TBA) durante esta reacdo, dai a designacdo de TBARS. A adi¢cdo de TBA, a
acidificacdo e o aquecimento, promovem a formacgdo de um produto cor-de-rosa. O produto
corado, em solucdo acida, absorve a luz num comprimento de onda de 532nm, apresentando
uma emissdo de fluorescéncia a 553nm. A concentracdo de TBARS é estimada por
espetrofotometria a 532nm, descontando a absorvancia ndo especifica, relacionada com os
pigmentos fotossintéticos que se observa a 600nm. Para o célculo do MDA utiliza-se o
coeficiente de extincdo molar do aduto ((TBA),-MDA) de 155mM™ cm™.

As folhas de cada amostra foram homogeneizadas acido tricloroacético (TCA) a 20%,
centrifugado a 10000g durante 20 minutos. Por cada amostra prepararam-se 3 tubos, por isso,
de cada um dos sobrenadantes foram obtidas 3 aliquotas de 250uL as quais se adicionou 1mL
da mistura de TBA 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v). Ap6s agitacdo no vortex, os tubos foram a
banho-maria a 95°C durante 30 minutos seguido de uma nova centrifugacdo a 11000g de 20

minutos. A leitura foi realizada a 532 e 600nm.

11.4.5.4 Determinacdo da Perda de Eletrolitos

Paralelamente, a percentagem de perda de eletrolitos foi avaliada utilizando um
medidor de condutibilidade elétrica (Hanna Instruments Hi8820n, Italy) sendo determinado
segundo o método de Lutts et al. (1996) com algumas modificaces.

Foram efetuadas 3 lavagens sucessivas (n=8) com &gua destilada para a remocdo da
superficie de contaminacdo e, posteriormente colocaram-se discos de 0,8cm em tubos de
falcon contendo 10mL de agua ultrapura. Os tubos foram agitados a 25°C, durante 24h, e
registou-se a primeira leitura com um condutivimetro. A segunda leitura foi efetuada apos os
tubos irem ao autoclave a 120°C, durante 20 minutos. Utilizou-se uma solucédo de calibracédo
de 84uSCm@25°C/77°F.

Para a determinacdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos e metabolitos foram
feitos discos de 8mm de diametro nas folhas recolhidos durante o ensaio experimental. Para
as analises bioquimicas foram feitas 8 repeti¢cGes por tratamento, o que equivale a 16 discos,
devidamente identificados em 4 frascos, congelados de imediato em azoto liquido (-195°C) e
posteriormente colocados a -80°C até ao momento da quantificagéo.

11.4.5.5 Quantificacdo de Pigmentos Fotossintéticos

11.4.5.5.1 Clorofilas
A quantificagdo de clorofilas foi feita a partir de discos foliares sujeitos a um tratamento com

acetona a 80 % (v/v) de acordo com Arnon (1949) e Sestéak et al. (1971). No espetrofotémetro
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(Cary 100 Bio UV-Vis, Varian Inc.) mediram-se 0s comprimentos de onda a 663 e 645nm
correspondentes aos picos de absor¢do maxima de clorofila a e clorofila b, respetivamente.
Posteriormente aplicaram-se as formulas de calculo propostas por Arnon (1949) baseadas nos

coeficientes de absor¢édo especifica de Mackinney (1941):

Clorofila total (mg dm™) = (20,2.Absgss + 8,02.Absgss).(d.0,001).5™
Clorofila a (mg dm™) = (12,7.Absggs - 2,69. Abs.es5).(d.0,001).s™
Clorofilab (mg dm™) = (22,9.Abses - 4,68.Absgss).(d.0,001).s™*
[sendo Absgss € Absess a absorvancia a 663nm e 645nm, respetivamente; d = volume
final do extrato acetonico, mL; s = 4rea foliar dos discos, dm?]

11.4.5.5.2 Carotenoides

A quantificacdo da concentracdo de carotenoides totais foi realizada segundo
Lichtenthaler (1987).

No extrato acetdnico utilizado para a quantificacdo das clorofilas mediu-se a

absorvancia a 470nm e aplicou-se a seguinte formula de célculo:

Carotenoides totais (mg dm™) = [(1000.Abs70-1,82.Cl,- 85,02.Cl,)/198].(d.0,001)s™
[Sendo Absszo a absorvancia a 470nm; Cl, e Cl, concentracGes em clorofila a e b;
respetivamente, 198 coeficiente de absor¢do dos carotenoides totais a 470nm; d = volume

final do extrato aceténico, s = area foliar dos discos, dm?].

11.4.5.5.3 Método ndo Invasivo para a Estimativa da Clorofila Total

A determinacdo das propriedades éticas das folhas tem como objetivo avaliar o estado
fisiolégico das folhas sem o recurso a metodologias invasivas. Um dos métodos ndo invasivos
utilizados foi o SPAD (Soil Plant Analysis Development) -502 (Minolta, Osaka, Japan). E
uma técnica rapida e ndo destrutiva (Chang et al., 2003).

O SPAD estima a concentracdo relativa de clorofila na folha através da medicdo da
transmitancia diferencial da luz através deste 6rgdo. Parte da folha é colocada numa camara
(2mm x 3mm), o medidor emite luz a partir de 2 diodos, um produz um pico perto dos 650nm
(vermelho) e outro a 940nm (infravermelho). Estes comprimentos de onda sdo transmitidos
alternativamente a folha. A clorofila absorve a luz vermelha, mas praticamente nenhuma do
infravermelho e um valor SPAD (um indice entre 1 e 100) €é calculado instantaneamente a
partir da diferenca de densidade Otica entre os comprimentos de onda vermelho e
infravermelho detetados por um fotodiodo presente na camara em posi¢cdo oposta a folha.
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Segundo Daughtry et al. (2000), as unidades SPAD estdo relacionadas com a clorofila
extraivel e com o volume de azoto para muitas colheitas. O valor encontrado fornece a
informacao relativa a intensidade da cor verde da folha. As leituras com o SPAD decorreram
no local do ensaio e foram realizadas em 8 folhas por cada tratamento em estudo. Salienta-se,
no entanto, que em cada folha se fizeram 4 leituras individuais e, seguidamente, calculou-se o

respetivo valor médio.
11.4.5.6 Quantificacdo dos Teores em Compostos Fenolicos

11.4.5.6.1 Preparacdo dos Extratos

Nas anéalises laboratoriais em que se utilizaram extratos como amostras, 0S mesmos
foram organizados de acordo com as informagdes constantes na Tabela 2, apresentada a
sequir.

Tabela 2 - Organizagdo dos extratos de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo dos ciclos vegetativos de
2011/2013

Ano Colheita 2011 Ano de Colheita 2013
Folhas Jovens Folhas Adultas Folhas Jovens Folhas Adultas
junho Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas
setembro Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas

Apbs colheita da parte aérea de Salvia officinallis L. var. purpurascens a parte fresca
referente ao ano de 2011 foi congelada a -80°C e a relativa ao ano de colheita de 2013 foi
utilizada sem qualquer armazenamento prévio a analise. A amostra secada foi desidratada em
ambiente seco ao abrigo da luz a 40°C, tendo sido posteriormente triturada. A percentagem de
humidade das folhas frescas foi de 70%.

Cortaram-se finamente as folhas frescas de cada amostra e maceraram-se. Da
quantidade total de cada amostra, pesaram-se 4g para cada repeticdo. Cada uma das repeticoes
serviu para a obtencdo dos extratos etandlicos, tendo-se submergido os 4g de folhas
maceradas em 30mL de etanol a 70% v/v, durante 8 dias a temperatura ambiente e as escuras
(adaptado de Pinheiro et al., 2012).

Para os extratos das folhas secadas, pesaram-se 2g para cada repeticao, tendo o p6 sido
dissolvido em 30mL de etanol a 70% v/v, durante 8 dias a temperatura ambiente e as escuras

(adaptado de Pinheiro et al., 2012) tendo-se obtido extratos de folhas secadas.
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Apo6s a filtragem por véacuo, com Kitasato e papel de filtro 0,45 um (Millipore Cat.
No. - Haft 04700), adicionou-se a cada repeticdo etanol a 70% até perfazer 50mL.

Para as andlises do conteudo fenolico e determinacdo da atividade antioxidante, todas
as amostras foram diluidas da seguinte forma:

Amostras do ano de 2011:

Folhas frescas, jovens e adultas - 10 vezes

Folhas frescas adultas de setembro e folhas secadas, jovens e adultas - 50 vezes

Amostras do ano de 2013:

Folhas frescas, adultas de junho e setembro - 50 vezes

Folhas frescas jovens e folhas secadas, jovens e adultas - 100 vezes.

11.4.5.6.2 Determinacéo do Conteudo dos Compostos Fenolicos

11.45.6.2.1 Fenois Totais

O seu principio baseia-se na reducdo em meio alcalino, da mistura dos acidos
fosfotlingstico (HsPMo01,040) e fosfomolibdico (HsPMo1,040) a 6xidos de tungsténio (WgO23)
e de molibdénio (MogO_3) (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

A reducdo resulta numa alteracdo colorimétrica, originando uma coloracdo azul com
absorgdo a um Amax = 750nm, que € proporcional a concentracdo de polifendis.

A quantificacdo do teor em fendis totais foi feita de acordo com o descrito por
Singleton e Rossi (1965); Miliauskas et al. (2004): para a realizacdo do método foi necessario
primeiramente, preparar uma solucdo padrdo de acido galico, para a construgcdo da reta de
calibracdo com diferentes concentracfes: 250, 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 25, 10 e 5
mgL™. A reta de calibragdo utilizada para a quantificacdo dos fendis totais foi a EQUACAO
DA RETA.

Para a preparacdo de cada padréo foi colocado em cada um dos tubos de ensaio
sequencialmente 1 mL de cada padréo de &cido géalico, 0,5 mL de Folin-Ciocalteu, 2,0 mL de
Na,COj3 (7,5 %) e 6,5 mL de agua destilada. Apds homogeneizacdo, colocaram-se os tubos
num banho de agua a 70°C, durante 30 minutos; de seguida arrefeceram-se os tubos em agua
corrente e leu-se a absorvancia a 750 nm numas cuvetes de 1cm de percurso otico.

O mesmo procedimento foi utilizado para a analise das amostras. Todas as analises
foram realizadas em triplicado.

A quantificacdo dos fendis totais de cada amostra foi calculada por interpolacdo da

reta. Os resultados foram expressos em mg GAEg™ de amostra.
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11.45.6.2.2  Orto-difenois

Para a quantificagdo dos orto-difendis usou-se 0 método por adicdo de molibdato de
sodio e medicdo da absorvancia a 370nm (Mateos et al., 2001).

Para a construcao da reta de calibracdo usou-se oito solu¢des padrdo de acido galico,
com diferentes concentragdes: 200, 150, 100, 75, 50, 25, 10, 5mgL™. Para cada tubo de ensaio
adicionou-se 4mL de cada padrdo e 1mL de molibdato de s6dio 5%. Deixou-se em repouso
durante 15min.

Para quantificar os orto-difenois das amostras de Salvia officinallis L. var.
purpurascens, adicionou-se 4mL dessa amostra de trabalho a 1mL de molibdato de sddio 5%.
Deixou-se em repouso 15 minutos.

Este ensaio foi realizado em triplicado.

A quantificacdo dos orto-difendis dos extratos de cada amostra foi calculada por
interpolagéo.

Os resultados foram expressos em mg GAE g™ de amostra.

11.4.5.6.2.3 Flavonoides

Para a quantificacdo dos flavonoides usou-se o método descrito por Downey et al.
(2007) e mediu-se a absorvancia a 510nm, em cuvetes de 10mm de percurso 6tico, no
espetrofotdbmetro Spectronic GenesysTm 2PC.

Para a construcédo da reta de calibracdo usou-se oito solugdes padrao de catequina, com
diferentes concentracdes: 250, 175, 125, 100, 50, 25, 10, 5 mgL™. Para cada tubo de ensaio
adicionou-se 0,5mL de cada padrdo a 150uL de NaNO; 5%. Deixou-se em repouso durante
5min, logo de seguida acrescentou-se 150uL de AICI; 10%, apdés 6 minutos de espera
adicionou-se 1mL de NaOH (1M).

Retirou-se 0,5mL de amostra de trabalho e adicionou-se 150uL de NaNO, 5%.
Esperou-se 5 minutos e acrescentou-se 150uL de AICI; 10%. Depois de 6 minutos de espera
adicionou-se 1mL de NaOH (1M).

Este ensaio foi realizado em triplicado.

A quantificagdo dos flavonoides dos extratos de cada amostra foi calculada por
interpolagéo.

Os resultados foram expressos em mg de catequina g™* de amostra.
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11.4.5.7 Determinacdo da Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada usando o método TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) (Ozgen et al., 2006). Este ensaio permite a quantificacdo da
atividade antioxidante de uma amostra através da sua capacidade em reduzir radicais catides
ABTS™.

No método do ABTS, o grau de inibi¢do obtido relaciona-se com o produzido por
referéncias de concentracdo conhecida de um analogo sintético da vitamina E, acido (6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-cromonil) formico (“Trolox™) (Figura 23).

CH,

Figura 23 - Estrutura do acido (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-cromonil) férmico (“Trolox™)

Ao juntar na mistura reacional persulfato de potassio a ABTS (&cido 2,2'-azino-bis (3 -
etilbenzotiazolino-6-sulfonico), este Ultimo é oxidado ao catido ABTS™, que possui uma
coloragdo azul escuro. Ao juntar substancias antioxidantes & mistura, o catido ABTS™

reduzido a ABTS, fazendo com que se dé a descoloracdo da solucdo inicial (Figura 24).

S SO5
-0,S
035 N% D/ 3 s, N—
\CE % + ’mrlomd’mte \: N / N

caH 0.
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ABTS™ (incolor)
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Figura 24 - Principio do método de Determinacéo da Capacidade Antioxidante com ABTS
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Para a preparacdo do catido radical ABTS™, adicionou-se 5mL da solucdo aquosa
7mM de ABTS a 88uL de uma solucdo 140mM de K,S,0g (razéo 1:0,35).

A mistura foi deixada a reagir no escuro a temperatura ambiente durante 16h antes da
utilizacdo. Devido ao facto do ABTS e do persulfato de potassio reagirem
estequiometricamente numa razéo de 2:1, a rea¢do anterior resulta na oxidacdo incompleta do
ABTS. A oxidacdo do ABTS comeca imediatamente ap0s a adicdo do persulfato de potassio,
mas a absorvancia s6 é maxima e estavel apos 6h. O catido radical é estavel nesta forma
durante mais de dois dias armazenado no escuro a temperatura ambiente (Barros et al., 2011).

Para a preparacdo da Solugcdo de Trabalho de ABTS, a solugédo anterior do catido
radical foi diluido de 1:88 com tamp&o CH3;COO/Na" 100mM, pH 4,5. Esta solugo teve uma
absorvancia a 734nm de 0,70+0,02, numa cuvete de 1cm de largura.

Para a determinacdo da Capacidade Antioxidante (TEAC - Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) adicionou-se 2mL da solucio de trabalho de ABTS™ a 50-200uL da
amostra a analisar. Ap6s agitacdo, a absorvancia leu-se a 734nm ap6s 15 minutos a
temperatura ambiente.

A percentagem de inibicdo do catifo radical ABTS™ foi calculada usando a express3o:

% de Inibig&o = ((AbS734nm branco - Abszzsnm amostra) / Abs7zanm branco) x 100

Para a construcdo da reta de calibracdo adicionou-se a 6 tubos de ensaio 2mL da
solucdo de trabalho ABTS" e de seguida aos tubos de ensaios de 2 a 6 adicionou-se 200,
150,100,50, 25uL da solucéo de trabalho de Trolox 0,11mM, respetivamente. Por fim, ao tubo
de ensaio 1, 3 a 6 adicionou-se 200, 50, 100, 150, 175uL de &gua, respetivamente.

Para a determinacdo da percentagem de inibicdo das amostras, adicionou-se 200, 100,
e 50uL da amostra diluida, seguida da adicdo de 2mL da solucéo trabalho de ABTS", por fim
perfez-se o volume com agua destilada até aos 2,2mL.

Este ensaio foi realizado em triplicado.

Aguardou-se 15 minutos para se ler a absorvancia a 734nm.

Apos o calculo da percentagem de inibi¢do para cada uma das solugdes padrdo, e sua
representacdo em funcdo da concentracdo de Trolox, calculou-se a TEAC (umol de

Trolox.mg™ ou mL de amostra).
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1.5 Parametros Microbioldgicos

11.5.1 Material Vegetal / Preparacédo dos Extratos

Nos capitulos anteriores descreveram-se as metodologias de obtengdo dos extratos
hidro-etanolicos (30:70) (v/v) os quais foram avaliados quanto a composi¢do quimica e a
atividade antioxidante. Os mesmos extratos foram avaliados quanto a presuntiva atividade
antimicrobiana. Dado que as metodologias de extracdo foram idénticas, remete-se a
preparacdo deste extrato, que sera identificado como EHE (Extrato Hidro-Etandlico) para o
ponto 11.4.5.6.1 do capitulo II.

Testou-se ainda a atividade de extratos etanolicos (100% etanol) que serdo
identificados como EE. Os EE foram obtidos colocando 20g de material vegetal moido, folhas
jovens e folhas adultas, em dois bal6es Erlenmeyer aos quais se adicionou 80mL de etanol a
100%. Os baldes assim preparados foram incubados a temperatura ambiente, com agitacao,
durante 48h, ap6s o que se procedeu a filtracdo da solugdo com papel de filtro (Imm de
porosidade). O filtrado foi evaporado em evaporador rotativo a 80°C, de modo a retirar-se
todo o etanol. O extrato obtido foi ressuspenso em 50mL de &gua destilada e liofilizado
durante uma semana. Este produto foi finalmente ressuspenso em DMSO (10mg.mL™) (p/v) e
esterilizado por filtracdo com filtros 0,22um para garantir que apenas as espécies a serem
analisadas crescam no meio agarizado, depois foram armazenados a 4°C até a sua utilizacao.

Para o extrato EHE procedeu-se a realizacdo de dois ensaios tendo sido avaliadas para
cada conjunto ano/colheita/jovens/adultas/frescas/secas amostras equivalentes a n=9. Em cada
ensaio apresentam-se resultados do efeito isolado dos extratos e do efeito potenciador com
fluconazole.

A realizagdo de ensaios de avaliagdo de atividade antimicrobiana com os extratos EE
teve como objetivo testar uma concentracdo final de extrato superior, por se ter verificado
pela bibliografia disponivel que vérios trabalhos usaram massa total superior a usada para
preparar os extratos EHE. Dado n&o existir material biologico suficiente para repetir a
extragcdo com as amostras que serviram para fazer o EHE, recolheram-se novas folhas, jovens
e adultas, que foram utilizadas, apenas frescas, para a preparacdo do EE. Este foi igualmente
testado contra os isolados de espécies Candida e das bactérias. Os extratos de Salvia
officinalis L. var. purpurascens utilizados na avaliagdo da atividade antimicrobiana,
relativamente ao 1° Ensaio e 2° Ensaio foram organizados em folhas jovens (frescas e secas) e

folhas adultas (frescas e secas) de junho e de setembro, todas elas em réplicas de trés.

78



Material e Métodos

11.5.2 Protocolos Padrao do NCCLS

11.5.2.1 Inibicdo do Crescimento - Medicéao Halo de Inibicéo

O teste de difusdo com disco em agar foi descrito em 1966, por Kirby e Bauer. Este
fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de avaliagdo da suscetibilidade mais
simples, confidvel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O seu principio basico
é a difusdo do antimicrobiano a testar na superficie do agar, a partir de um disco impregnado
com 0 mesmo antimicrobiano. A difusdo do composto leva a formacéo de um halo de inibicdo
do crescimento bacteriano. Este método € qualitativo, ou seja, permite classificar a amostra
bacteriana em suscetivel, suscetivel dose dependente ou resistente (Sejas et al., 2002;
Hudzicki, 2009; Reller et al., 2009).

Para a execuc¢do da técnica, uma placa de Petri contendo meio sélido é inoculada com
uma cultura do organismo teste. Concentracbes conhecidas do agente antimicrobiano sdo
adicionadas a discos de papel de filtro, os quais sdo colocados sobre a superficie do meio
solido. Durante a incubacdo, o agente difunde-se do disco para agar, estabelecendo um
gradiente: quanto maior a distancia de difusdo do composto quimico a partir do papel de
filtro, menor a concentracdo do agente. Numa determinada distancia ao disco, a Concentragédo
Minima Inibitéria- MIC (do Inglés Minimum Inhibitory Concentration) efetiva € alcancada.

A partir desse ponto o crescimento do microrganismo pode ocorrer, ainda que préximo
ao disco o crescimento ndo seja observado. Uma zona de inibicdo € criada, cujo diametro é
proporcional a quantidade de agente antimicrobiano adicionado ao disco, a solubilidade do
agente, ao coeficiente de difusdo e a eficiéncia global do agente. A técnica de difusdo em
disco é utilizada rotineiramente nos testes de suscetibilidade aos agentes farmacoldgicos
(Nascimento et al., 2000; Barry et al., 2002; Hayouni et al., 2008; Madigan et al., 2009;
Jorgensen et al., 2009; Reller et al., 2009; Endo et al., 2010; Carvalhinho et al., 2012; Stagos
etal., 2012; Martins et al., 2015).

11.5.2.2 Inibicdo do Crescimento - Microdilui¢do em Caldo

Um dos primeiros métodos para avaliar a suscetibilidade antimicrobiana foi o teste de
diluicdo em caldo (Reller et al., 2009; Pozzo et al., 2011).

Esta metodologia relaciona a proporg¢do de crescimento do microrganismo em estudo
no meio liquido e a concentragdo da substancia ensaiada. A avaliagdo é comparada frente a

um padrao bioldgico de referéncia (Ostrosky et al., 2008; Endo et al., 2010).
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Este procedimento envolve a preparagdo de diluigdes dos antibidticos num meio de

crescimento liquido distribuido em tubos de ensaio. Os tubos contendo o antibidtico séo
inoculados com uma suspensdo bacteriana padronizado de 1-5 x 10°CFU.mL™. A seguir &
incubacdo durante a noite a 35°C, analisa-se a sua turbidez que evidencia ou ndo o
crescimento bacteriano. A concentragdo mais baixa de antibidtico que impede o crescimento
representa a concentragdo minima inibitoria (MIC) (Ostrosky et al., 2008; Jorgensen et al.,
2009; Reller et al., 2009; Endo et al., 2010; Pozzo et al., 2011).
Este método fornece resultados quantitativos e ndo influenciaveis pela velocidade de
crescimento dos microrganismos. A sua principal desvantagem ¢ a dificuldade na detecdo de
contaminacdo no caso de teste de materiais clinicos e na dificuldade da preparacdo das
diluicbes dos antibioticos (Ostrosky et al., 2008; Jorgensen et al., 2009). Para minimizar
algumas destas desvantagens, 0 NCCLS desenvolveu e padronizou um protocolo de
determinacdo da MIC usando uma metodologia cujo principio teérico é igual ao descrito
acima, mas usa volumes menores de meio de cultura e pode ser realizado num espaco muito
menor, como as placas de 96 pogos (NCCLS, 2004b - M27-A2).

11.5.3 Meétodos de Avaliacao da Atividade Microbicida
11.5.3.1 Preparacdo dos Meios de Cultura

11.5.3.1.1 Sabouraud Dextrose Agar

Adicionou-se até perfazer um volume de 1L de &gua destilada: 65g de Sabourad
mexeu-se vigorosamente e aqueceu-se até ao ponto de ebuli¢do. Distribuiu-se em erlenmeyers
e foi a autoclave durante 15min a 121°C e 15 psi. Posteriormente distribuiu-se pelas placas de
Petri cerca de 20mL por placa. Estas foram deixadas em repouso durante um periodo minimo
de 24h, de maneira a que o0 meio solidificasse, apresentando o meio agarizado uma altura de
4mm (Atlas, 1993).

11.5.3.1.2 Yeast Malt Agar

O meio de cultura utilizado para o crescimento e manutencdo das leveduras foi o de
malte agarizado, YMA, caldo da Difco™. Adicionou-se até perfazer um volume de 1L de
agua destilada: 20g de agar, 10g de glucose, 5g de peptona, 3g de extrato de levedura e 3g de
extrato de malte, mexeu-se vigorosamente e aqueceu-se até ao ponto de ebuligdo. Distribuiu-
se em erlenmeyers e foi a autoclave durante 15min a 121°C e 15psi. Posteriormente

distribuiu-se pelas placas de Petri cerca de 20mL por placa. Estas foram deixadas em repouso
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durante um periodo minimo de 24h, de maneira a que o meio solidificasse, apresentando o

meio agarizado uma altura de 4mm, antes de efetuar-se o antibiograma (Atlas, 1993).

11.5.3.1.3 Meio de Mueller Hinton 11 (MHII)

Adicionou-se até perfazer um volume de 1L de &gua destilada: 38g de Mueller Hinton
I1, Gélose Muller Hintton 2 (MH2-D) da bioMérieux® SA em pé (encontra-se em anexo) (pH:
7,4 + 0,2 a 25°C) mexeu-se vigorosamente e agueceu-se com agitagdo até ao ponto de
ebulicdo. No meio de cultura utlizado para as leveduras adicionou-se 20g de glucose segundo
as normas NCCLS (2004a). Distribuiu-se em erlenmeyers e foi a autoclave durante 15min a
121°C e 15psi. Posteriormente dividiu-se pelas placas de Petri cerca de 20mL por placa. Estas
foram deixadas em repouso durante um periodo minimo de 24h, de maneira a que 0 meio

solidificasse, apresentando o meio agarizado uma altura de 4mm (Atlas, 1993).

11.5.3.1.4 Meio de Mueller Hinton Il com Fluconazole (MHIIF)

Procedeu-se do mesmo modo que no ponto 11.5.3.1.3. Posteriormente adicionou-se
15mg de fluconazole e dividiu-se pelas placas de Petri cerca de 20mL por placa. Estas foram
deixadas em repouso durante um periodo minimo de 24h, de maneira a que 0 meio

solidificasse, apresentando o meio agarizado uma altura de 4mm (Endo et al., 2010).

11.5.3.1.5 Nutrient Agar

Adicionou-se até perfazer um volume de 1L de agua destilada: 15¢g agar, 5g peptona,
59 NaCl, 2g extrato de levedura e 1g extrato de caldo (pH: 7,4 £ 0,2 a 25°C), mexeu-se
vigorosamente e aqueceu-se com agitacdo até ao ponto de ebulicdo. Distribuiu-se em
erlenmeyers e foi a autoclave durante 15min a 121°C e 15psi. Posteriormente dividiu-se pelas

placas de Petri esterilizadas cerca de 20mL por placa (Atlas, 1993).

11.5.3.1.6 Oxford Agar (Listeria Selective Agar, Oxford)

Adicionou-se até perfazer um volume de 990mL de agua destilada: 23g de peptona
15¢g LiCl, 10g agar, 5g NaCl, 1g Cornstarch, 1g Esculin e 0,5¢g citrato de amoénio férrico (pH
7,0£0,2 a 25°C). Mexeu-se vigorosamente e aqueceu-se com agitacdo até ao ponto de
ebulicdo. Distribuiu-se em erlenmeyers e foi a autoclave durante 15min a 121°C e 15psi.
Posteriormente adicionou-se 10mL de antibiotico e mexeu-se vigorosamente, dividiu-se pelas

placas de Petri esterilizadas (Atlas, 1993).
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11.5.3.2 Material Microbiano e Preparacao do Indculo

As amostras de extratos etandlicos de Salvia officinalis L. var. purpurascens foram
testados individualmente contra 6 espécies de microrganismos, 3 leveduras das especies
Candida albicans (ATCC 90029), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida oleophila
(isolado da UTAD classificado por sequenciagdo genética como C. oleophila strain type) e 3
bactérias das espécies Escherichia coli (0157H7607914), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Listeria monocytogenes (ATCC 679) (crescida em meio oxford). Os indculos das
Candidas pertencem a colecdo do Laboratorio de Microbiologia do DeBA, e os inéculos das
bactérias pertencem a cole¢do do Laboratério de Microbiologia do DCV da UTAD tendo sido
gentilmente cedidas pela Prof® Dra. Alexandra Esteves.

Os indculos foram preparados de acordo com as recomendacdes do NCCLS, tendo as
culturas prévias sido reanimadas por estriamento em meio de Nutrient Agar (NA; Biokar,
France) a 37°C para os isolados de E. coli e S. aureus, e Meio Oxford para L. monocytogenes
e as leveduras em Yeast Malt Agar (YMA,; Difco, UK) a 30°C. Quando as coldnias ficaram
visiveis e um dia antes do ensaio, foram repicadas em Sabouraud Dextrose Agar overnight a
37°C + 2°C.

No dia da incubagdo prepararam-se tubos de ensaio com 5mL solucdo salina
(0,85%NaCl) (p/v) onde se suspenderam 5 col6nias com aproximadamente 1mm de diametro.
Vortexou-se durante 14s e ajustou-se a turbidez visualmente, adicionando solugéo salina ou
mais colénia, até um valor 0,5 da escala de Mc Farland que corresponde a ~ 1x10° a 5x10°
células.mL™, segundo as normas do protocolo M44-A NCCLS (2004a), realizando-se 3

repeticdes para cada situagdo.

11.5.3.2.1Inoculacdo das Placas de Mueller Hinton 11

De acordo com o protocolo, 15 min ap6s o ajuste do indculo, mergulhou-se uma
zaragatoa estéril na suspensdo salina, rodou-se e pressionou-se a mesma contra as paredes do
vidro acima do liquido, para remover o excesso de liquido. Inoculou-se a superficie do meio
de cultura Muller-Hinton 11, fazendo estrias uniformemente em toda a superficie da placa.
Repetiu-se este procedimento 2 vezes, rodando 60° a placa, de maneira a garantir uma

distribuicdo uniforme do inoculo. Realizaram-se trés repeti¢fes por tratamento.
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11.5.3.2.2 Preparacdo/Aplicacédo dos Discos de Difusao

Colocaram-se os discos (6mm de didmetro) esterilizados na superficie da placa
inoculada, pressionou-se ligeiramente para garantir o contacto total do disco com a superficie
total do agar. Posteriormente impregnou-se com 15uL de cada extrato vegetal.

Como controlo negativo utilizou-se um disco impregnado com DMSO, e como
controlo positivo utilizou-se 25ug do antifungico fluconazole.

Colocaram-se as placas invertidas numa incubadora a 35°C, num periodo maximo de
15min apo6s colocacdo dos discos. A verificacdo do crescimento foi efetuada apos 24h de
incubacdo. No final deste periodo, quando ndo se verificou crescimento, deixou-se a incubar
por mais 24h. No final das 24h ou 48h, mediram-se os halos de inibicdo com uma régua,
desde o centro do disco a periferia dos halos e registaram-se os resultados numa tabela.

Todos estes procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar vertical de

Classe Il em condigdes de assépsia.

1.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico através do programa
Statistical Package for the Social Science versdo 20 para Windows (SPSS, Inc. Chicago, IL).
As variaveis dependentes foram analisadas recorrendo & analise de variancia
(ANOVA), com correcdo de Welch, sempre que o0s pressupostos da normalidade e
homogeneidade de variancias ndo eram cumpridos e, quando estes se verificavam foi aplicado
o teste post-hoc HSD de Tukey. No teste com correcdo de Welch, sempre que se observou um
efeito significativo (p<0,05) recorreu-se ao teste de Dunnett T3’s. O pressuposto da
distribuicdo normal foi avaliado com recurso aos testes Shapiro-Wilk, (n<50) ou
Kolmogorov-Smirnov com correccdo de Lilliefors (n>50) e para o pressuposto da
homogeneidade de variancias este foi avaliado pelo teste de Levene .
De referir que para os resultados obtidos foram considerados:
* Nao significativos, para valores de P>0,05;
« Estatisticamente significativos para um nivel de probabilidade de P<0,05, vulgarmente
designado por significativo;
« Estatisticamente significativos para um nivel de probabilidade de P<0,01, habitualmente

designado por muito significativo;
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« Estatisticamente significativos para um nivel de probabilidade de P<0,001, vulgarmente
designado por altamente significativo.

As andlises de componentes principais foram desenvolvidas através de matrizes de
correlacdo, e em todos os casos foi extraido um nimero de componentes principais igual ao
namero de variaveis, descrevendo necessariamente 100% da variancia; sendo que os dois
primeiros componentes principais permitiram em todos os casos explicar mais de 98% da
variancia entre amostras. De forma a remover desta analise a influéncia devida as distintas
ordens de grandeza de cada uma das variaveis, todos os valores utilizados na mesma foram
estandardizados.

Adicionalmente, foram levadas a cabo andlises de similaridade entre amostras através
de dendograma, produzido com as distancias eucledianas entre cada grupo, que foram
calculadas recorrendo aos valores registados para os parametros, normalizados, de entre 0,0
para 0 mimino, e 1,0 para o valor maximo.

Todas as andlises mencionadas foram levadas a cabo com recurso ao programa

OriginPro, versdo 9.1, da OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA.
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Resultados e Discussdo

1.1 Parametros Morfoanatémicos

A folha é por exceléncia a estrutura fotossintética e reguladora da transpiracdo. Assim
sendo, adota uma grande variedade de morfologias de complexa caracterizacdo ao nivel da
organografia externa (Crespi, 1998). Ao nivel histologico e composta por varios tecidos muito
organizados, adaptados para a absorcdo maxima possivel de luz, de modo a favorecer a
fotossintese (Solomon et al., 2014). A superficie externa da lamina foliar é composta por
tecido epidérmico e o interior por parénquimas clorofilinos, que formam o mesdfilo
fotossintético (Glimn-Lacy et al., 2006) e ainda feixes condutores contendo xilema e floema.

A sua capacidade fotossintética esté relacionada com o potencial de produgdo primario
da planta e, que em grande extensdo, determina a habilidade competitiva desta (Castro-Diez et
al., 2000). Por este motivo, a estrutura interna e externa das folhas esta adaptada a esta
funcdo: é plana e fina, permitindo a entrada da radiacao solar até as suas células clorofilinas.
No entanto, este drgdo é varidvel em estrutura e funcéo, dependendo da espécie e do ambiente
onde se desenvolve (Lawlor, 1993; Solomon et al., 2014), uma vez que s&0 0s principais
orgdos de assimilacdo na maioria das plantas superiores (Castro-Diez et al., 2000).

Assim, foi efetuada uma caracterizacdo das folhas de S. officinalis L. var.
purpurascens, de modo a avaliar eventuais diferencas morfo anatomicas causadas pelos
fatores em estudo. Na Figura 25 observa-se que a folha adulta (Figura 25A) apresenta feixes
condutores muito mais desenvolvidos, principalmente com maior quantidade de xilema, do

gue o observado em folhas jovens (Figura 25B).

A

500um B 500um

Figura 25 - Cortes transversais em fresco de S. officinalis L. var. purpurascens de uma folha adulta (500um) (A);
folha jovem (500um) (B)

Nas caracteristicas e na distribuicdo das estruturas internas da folha, ndo foram

observadas diferencas entre os dois estadios de desenvolvimento analisados.
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A lamina dos dois estddios em estudo apresentou-se com uma caracteristica
morfologica ondulada (Figura 25A e B), caracteristica esta, corroborada por Harley et al.
(2004) que caracterizam o género Salvia como uma planta bifacial ou dorsiventral possuidora
de um mesofilo heterogéneo (Figura 26A, B, C e D).

Nesta espécie o parénquima clorofilino em palicada apresentou-se junto a epiderme da
face adaxial, sendo constituido por células alongadas e com elevado nimero de cloroplastos.
Ja o parénquima clorofilino lacunoso surge proximo da epiderme da face abaxial, sendo
constituido por células de formato mais irregular, com menos cloroplastos e com lacunas
entre elas (Figura 26C e D).

Devido a grande area exposta a atmosfera, a folha estd sujeita a perder agua por
transpiracdo. Com o objetivo de evitar esta perda e de fornecer protecdo mecanica, as
camadas de células epidérmicas que cobrem a superficie abaxial e adaxial das folhas do
género Salvia sdo cutinizadas (Cutler et al., 2008). De facto a epiderme € unisseriada nas duas
faces, constituida essencialmente, por cutina e ceras na superficie externa. A auséncia de

cloroplastos provoca nestas células uma coloragéo transparente, visivel na Figura 26B.

1
A 0 500pm

0 500pm 0 500wm
Figura 26 - Cortes transversais de S. officinalis L. var. purpurescens em fresco de uma folha jovem evidenciando
a lamina ondulada e os numerosos tricomas (500um) (A); em fresco de uma folha adulta evidenciando o
parénquima clorofilino em palicada e o parénquima clorofilino lacunoso (200um) (B); Preparacdo definitiva da
lamina de uma folha adulta (C); Preparacdo definitiva da Iamina de uma folha jovem (D)
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Os estomas sdo pequenas aberturas localizadas na maioria dos Orgaos aéreos das
plantas sendo responsaveis pelas trocas gasosas com o exterior. O complexo estomatico é
formado por uma abertura, o ostiolo, ao qual estdo associadas 2 celulas guarda, estomaticas,
ostiolares ou oclusivas (Meyer, 1983; Moreira, 1993).

Os estomas dos dois estadios de desenvolvimento em estudo localizam-se a0 mesmo
nivel das demais células epidérmicas, onde se nota a camara estomética (Figura 27C).
Ocorrem em toda a lamina foliar e podem ser encontrados em ambas as faces da epiderme,
sendo que na face abaxial s&o em maior quantidade relativamente a face adaxial.

Nos diversos cortes definitivos e em fresco, quer observados em microscépio 6tico
quer em microscopio eletronico de varrimento, encontraram-se estomas reniformes que
apresentam uma forma semelhante a um rim como pode ser observado na Figura 27A e B. A
distribuicdo estomatica é do tipo hipoestomatico, sendo, segundo Moreira (1993), o mais
comum na classe Magnoliopsida. A baixa presenca de estomas na face adaxial,
essencialmente, restritos a face abaxial pode estar relacionada com a intensa radiacdo e a

deficiéncia de agua do meio, como sugerido por Fahn (1990).

Figura 27 - Estomas reniformes de S. officinalis L. var. purpurascens visto por MEV em folhas adultas (100um) (A); assim
como em cortes em fresco (50um) (B); cortes definitivos (50um) (C) e de folhas jovens (100um) (D)
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Os tricomas sdo estruturas epidérmicas, que podem apresentar-se como uni ou
pluricelulares (Figura 28 e Figura 29). Sdo geralmente, estruturas simples, com uma ampla
variacdo quanto a forma, ao tamanho, ao conteudo e, principalmente, quanto a funcéo
(Moreira, 1993; Ascensdo et al., 1995; Avato et al.,, 2005). Sdo classificados como
glandulares (secretores) ou ndo glandulares.

Os tricomas ndo glandulares formam, geralmente, uma densa cobertura, podendo
servir de barreira mecanica contra varios fatores externos como, por exemplo, herbivoros,
agentes infeciosos, radiacdo ultravioleta, calor extremo e perda excessiva de agua por
transpiracdo; enquanto que os tricomas glandulares estdo envolvidos com a protecdo quimica,
através da libertacdo de substancias lipofilicas (Fahn, 1990; Corsi et al., 1999).

A presenca de secrecBes na superficie dos Orgdos estd associada a presenca de
tricomas glandulares. Estes tricomas com funcdo de secrecdo caracterizam-se por
apresentarem protoplastos com citoplasma abundante e altamente granuloso (Moreira, 1993;
Ascensdo et al., 1995; Corsi et al., 1999; Avato et al., 2005). A cabeca geralmente é a por¢ao
secretora do tricoma. A secrecdo pode ser acumulada entre a(s) célula(s) da cabeca e a
cuticula, com o rompimento desta, a secrecdo € libertada através de poros existentes na parede
(Corsi et al., 1999).

As observacles realizadas em ambos os estaddios de desenvolvimento das folhas
(jovens e adultas) revelaram a existéncia de varios tipos de tricomas, tricomas glandulares
(Figura 29A, B e D), septados (Figura 28A) e tricomas ndo glandulares (Figura 29C). A
presenca de mais de um tipo de tricoma no mesmo 6rgdo vegetal, ou na mesma planta, ja foi
relatado para diversas espécies da familia Lamiaceae como, por exemplo Leonotis leonurus
(Ascensdo et al., 1998) e Plectranthus ornatus (Ascensao et al., 1999). Cutler et al. (2008)
identificaram no género Salvia tricomas bicelulares e multicelulares. Ainda segundo o0s
mesmos autores, os tricomas glandulares diferenciam-se logo no inicio do desenvolvimento
foliar e vao formando-se novos ao longo de toda a maturacéo.

A Figura 29C mostra a abundéncia de tricomas pluricelulares na superficie adaxial da
folha de Salvia officinalis L. var. purpurascens em MEV; esta observacdo explica a extrema
suavidade das folhas da salva rubra ao toque.

A grande densidade de tricomas glandulares e ndo glandulares em plantas de Salvia
officinalis L. var. purpurascens pode constituir uma protecdo contra agentes infeciosos e a

herbivoros, pois € uma planta espontanea de grande dispersao.
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Figura 28 - Detalhe de um tricoma pluricelular (500um) (A); tricoma unicelular (500um) (B); tricoma capitado glandular
com cabega bicelular (50um) (C); tricoma capitado glandular com cabega unicelular (200um) (D); localizados em cortes
definitivos de folhas jovens de Salvia officinalis L. var. purpurascens

200 um

Figura 29 - Glandula (A); tricoma capitado glandular com cabeca unicelular (x), tricoma capitado ndo glandular
pluricelular (y) (B, D) presente na pagina inferior de uma folha adulta; tricomas pluricelulares presentes na
pagina superior de uma folha jovem de Salvia officinalis L. var. purpurascens em MEV (C)
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Tal como anteriormente referido, entre as duas epidermes existe 0 mesofilo formado
por algumas camadas de parénquima clorofilino. O parénquima participa em varias fungdes
vitais para a planta, tais como a fotossintese, respiracao e constituicdo de reservas. Este facto
é explicado pela larga representacdo que tem na planta e pela reduzida diferenciacdo que a
maioria destes tecidos apresenta (Moreira, 1993).

Nas Tabela 3, Tabela 4 e Tabela 5, apresentam-se os valores médios da espessura dos
diferentes tecidos de folhas jovens e adultas dos dois anos em estudo.

Pela analise da Tabela 3, referente ao ano de 2011, observaram-se diferencas
significativas nas espessuras do parénquima clorofilino em palicada (PCE), do parénquima
clorofilino lacunoso (PCL) e mesdfilo, com valores superiores em folhas adultas, que irdo
refletir-se numa maior espessura da lamina total (LT).

Também Gratani et al. (2000), registaram um incremento da espessura da LT com um
aumento da expanséo foliar em Quercus ilex. N&o se registaram diferencas significativas nas
espessuras da epiderme e da cuticula da pagina adaxial (ES e CS respetivamente), bem como
na epiderme e cuticula da pagina abaxial (El e CI repetivamente).

De salientar que a espessura do PCE é sempre superior a do PCL, tanto em folhas
jovens como em adultas, o que resulta numa razdo PCE/PCL superior a 1 nos dois estadios de
desenvolvimento.

O PCE permite que uma maior quantidade de luz chegue aos cloroplastos,
depreendendo-se assim, que as folhas adultas, que apresentam diferencas significativas,
relativamente as folhas jovens, possuem um aparelho fotossintético mais desenvolvido com
taxas de assimilagdo liquida de CO, ligeiramente superiores (Tabela 11).

Registaram-se ainda diferengas significativas ao longo do verdo, nomeadamente uma
diminuicdo da espessura da ES CS, mas um aumento da espessura do mesofilo associado ao
aumento do PCL, como consequéncia, houve um aumento da espessura da LT.

Relativamente a interacdo da modalidade estddio de desenvolvimento x data,
observou-se uma diminuicdo, na espessura da LT da primeira para a segunda data de colheita
nas folhas jovens, principalmente devido ao decréscimo da espessura do PCE. Ja as folhas
adultas apresentaram um aumento da espessura da LT ao longo do verdo associado ao
aumento do PCL e PCE.
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Tabela 3 - Espessura dos diferentes tecidos (epiderme e cuticula superior - ES CS, parénquima clorofilino em
palicada - PCE, parénquima clorofilino lacunoso - PCL, epiderme e cuticula inferior - EI CI, lamina total - LT,
mesoéfilo e PCE/PCL) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo
vegetativo de 2011

ES CS PCE PCL ElICI Mesofilo LT

(um) (um) (um) (um) (um) (um) PCEIPCL
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 19,12 +2,88 76,11+12,00 62,31+12,00 17,54+4,95 138,42+23,29 175,01+25,32 1,3+0,52
Folhas Adultas (FA) 18,51+3,09 94,21+13,75 72,46x13,75 17,61+4,03 166,51+25,46 202,63+26,64 1,3+0,36
Data (D)
junho (1D) 19,63+3,05 84,91+12,76 61,47+18,41 17,83+4,82 146,24+24,00 183,52+26,26 1,4+0,47
setembro (2D) 18,02+2,93 85,48+15,41 73,31+16,92 17,37+4,64 158,78+29,96 194,10+32,19 1,2+0,43
EDx D
FJ x 1D 20,17+2,93 79,29+11,72 60,22+14,35 17,58+4,97 139,43+22,44 177,14+25,30 1,3+0,52
FJ x 2D 18,06+2,80 73,03+11,70 64,33+16,30 17,52+4,99 137,34+24,41 172,80+25,55 1,3+0,51
FA X 1D 19,03+2,97 90,55+12,31 62,50+13,04 18,13+4,43 153,06+24,00 190,03+26,26 1,5+0,47
FA x 2D 18,01+3,06 97,82+15,02 82,36+17,85 17,1143,70 180,11+29,96 215,36+32,19 1,2+0,43
Valor de p
ED 0,3140 0,0010 0,0030 0,8870 0,0010 0,0010 0,6600
D 0,0110 0,7940 0,0010 0,4470 0,0060 0,0230 0,0610
EDx D 0,3060 0,0020 0,0170 0,4260 0,0020 0,0020 0,3400

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

No ano 2013, os valores da espessura dos diferentes tecidos foliares variaram a
semelhanga do sucedido em 2011. Verificou-se um aumento significativo do PCE e PCL, bem
como de EI CI, consequentemente observou-se um aumento do mesofilo das folhas jovens
para as folhas adultas.

Quanto ao efeito da data, ha a registar um aumento da espessura da ES e a diminui¢do
de Cl e da razdo PCE/PCL entre junho e setembro

Quanto a interagdo estadio de desenvolvimento X data, apenas se mostraram
significativas as alteracdes relativamente a espessura da CS, havendo uma diminuicdo de
junho para setembro em folhas jovens, sendo o contrario observado em folhas adultas.

Tabela 4 - Espessura dos diferentes tecidos (epiderme e cuticula superior - ES CS, parénquima clorofilino em
palicada - PCE, parénquima clorofilino lacunoso - PCL, epiderme e cuticula inferior - EI CI, ldmina total - LT,

mesoéfilo e PCE/PCL) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo
vegetativo de 2013

ES Cs PCE PCL El Cl Mesofilo LT PCE/
(Hm) (Hm) (Hm) (um) (um) (Hm) (um) (um) PCL

Estéadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 14,26+2,77 4,13+1,24 62,40+11,46 39,91+10,90 7,59+2,50 0,63+0,27 104,66+17,86 137,56+19,02 1,68+0,52
Folhas Adultas (FA) 14,24+3,11 3,71+1,38 71,56+8,95 52,90+13,33 9,46+3,02 1,57+0,91 127,02+16,49 164,47+20,43 1,44+0,42
Data (D)
junho (1D) 13,60+2,76 3,95+1,43 68,60+10,71 43,90+13,06 7,94+2,47 1,51+0,93 112,66+18,84 148,96+22,24 1,69+0,53
setembro (2D) 14,83+2,96 3,92+1,22 65,40+11,51 47,91+14,07 8,94+3,18 0,69+0,41 117,43+21,80 151,36+25,24 1,46+0,43
EDx D
FIx1D 13,97+2,37 4,50+1,21 65,65+11,36 38,13+10,09 7,47+2,32 0,960,59 103,78+15,61 139,13+19,16 1,84+0,55
FIx2D 14,56+3,14 3,76%1,16 59,97+11,04 41,69+11,56 7,71+2,71 0,30+0,20 105,54+20,12 136,02+19,12 1,53+0,46
FAX 1D 13,13+3,18 3,25+1,40 72,39+8,66 51,31+12,88 8,54+2,59 2,21+1,38 124,07+16,56 161,60+19,70 1,50+0,46
FA X 2D 15,10+2,81 4,08+1,29 70,91+9,28 54,13+£13,77 10,17£3,18 1,08+0,76 129,32+16,37 166,70+21,07 1,39+0,38
Valor de P
ED 0,7991 0,0642 0,0001 0,0001 0,0016 0,0001 0,0001 0,0001 0,0120
D 0,0278 0,8609 0,1560 0,1410 0,0881 0,0001 0,2420 0,6140 0,0180
EDxD 0,2322 0,0024 0,3060 0,8780 0,2062 0,1453 0,6130 0,2990 0,3070

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

O ano de colheita foi o fator que mais contribui para variagOes significativas nas
espessuras dos tecidos da folha (TTabela 5), com variagdes anuais detetadas em quase todos

0s parametros avaliados, com a excec¢do da espessura da ES. Para a maioria deles, os valores

93



Caracterizacdo Quimica e Bioldgica da Planta Aromatica e Medicinal Salvia officinalis L. var. purpurascens

foram maiores em 2011 (PCE, PCL, mesofilo, El e LT), enquanto a razdo PCE/PCL foi o
unico parametro, daqueles, significativamente influenciado pelo fator ano. A ontogenia
também influenciou a espessura dos tecidos, com maiores valores registados nas folhas
adultas, em comparacdo com as mais jovens, nomeadamente para a espessura do PCL, PCE,
mesofilo e EI Cl, que, posteriormente influenciaram a Iamina total da folha, valores estes,
corroborados pelo corte histolégico apresentado na Figura 25A.

Os dados relativos a essas caracteristicas especificas em folhas de Salvia officinalis
sd0 muito escassos, e aqueles disponiveis na bibliografia cientifica sdo bastante diferentes.
Por um lado, Nasta et al. (2014), mostra valores de espessura da folha de 0,46mm, no caso
folhas de 83 dias de idade, enquanto Yi e Wetzstein (2010) valores de 471+51pym ou
517+47um, para folhas de 4 meses de idade para plantas cultivadas no campo ou em casa
respetivamente. O trabalho de Nasta et al. (2014) também maostra diferencas na espessura da
folha de acordo com a sua idade, assim, 0s resultados mostraram um aumento neste
parametro, folhas de 26 dias apresentaram uma espessura de 0,41+0,02mm, e 0,46+0,02mm
em folhas de 83 dias de idade.

Estes padrdes de maior espessura da folha, maior espessura do parénquima clorofilino
lacunoso e parénquima em palicada relacionado com o aumento da idade da folha, foram
também detetados noutras espécies, como Prunus persica e Olea europaea (Marchi et al,.
2008) ou Cistus incanus (Gratani et al., 2000). Na variagdo sazonal também se observou uma
razdo PCE/PCL significativamente maior nas folhas colhidas em junho. Em contraste, o
parénquima clorofilino lacunoso, a espessura do mesoéfilo e a suculéncia foram maiores em
setembro. Embora nenhum dado tenha sido encontrado em relagdo a variagGes sazonais das
caracteristicas foliares em Salvia officinalis, é no entanto de referir que as folhas podem sofrer
variacGes destas caracteristicas em resposta a varios fatores (Witkowski et al., 1991), tais
como climaticas, como resposta das folhas aos efeitos nocivos das altas temperaturas ou
irradiacdo, ou mesmo baixa disponibilidade de agua (Castro-Diez et al., 2000; Letts et al.,
2012).

Verificou-se que o ano de colheita influenciou significativamente todos os parametros
em estudo, exceto a espessura da epiderme e cuticula superior.Verificou-se uma diminuigéo
acentuada das espessuras dos tecidos foliares em 2013. Ja a razdo PCE/PCL subiu 18,9% de
2011 para 2013. A subida da razdo entre os parénquimas clorofilinos pode significar que
Salvia officinalis L. var. purpurascens teve aparentemente maior potencial fotossintético em
2013.
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Tabela 5 - Espessura dos diferentes tecidos (epiderme e cuticula superior - ES CS, parénquima clorofilino em
palicada - PCE, parénquima clorofilino lacunoso - PCL, epiderme e cuticula inferior - EI CI, lamina total - LT,
meséfilo e PCE/PCL) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo dos ciclos
vegetativos de 2011/2013

ESCS PCE PCL ElICI Mesofilo LT

(um) (um) (um) (um) (um) (um) PCEIPCL
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 18,61+2,88 66,89+12,00 46,79+1537 11,09+4,95 115,03+23,30 149,08+2532  1,56+0,53
Folhas Adultas (FA) 18,14+3,10 79,09+13,75 59,39+16,16 13,22+4,03 140,20+25,46 177,20+26,65 1,40+0,37
Data (D)
junho (1D) 18,22+3,05 74,02+12,75 49,72+14,64 12,24+4,83 123,84+24,00 160,49+26,26  1,60+0,47
setembro (2D) 18,53+2,93 71,58+15,41 55,72+18,41 12,00+4,50 130,13+29,00 164,50+32,20  1,39+0,44
Ano (A)
2011 (1A) 18,80+2,11 85,12+11,87 67,33+13,80 17,55+2,04 152,45+22,50 188,80+22,44  1,32+0,34
2013 (2A) 18,19+3,31 66,92+11,20 46,02+13,69 9,55+3,03 115,18+20,49 150,23+23,80  1,57+0,45
EDxD
FIx 1D 18,99+2,94  69,82+11,72 44,93+14,35 11,24+497 114,75+22,44 150,81+2530  1,68+0,52
FJx 2D 18,23+2,81 63,96+11,70 48,66+16,30 10,94+4,99 115,30+24,41 147,34+25,55 1,44+0,52
FAXx 1D 17,32+2,97 78,98+12,32 55,37+13,05 13,41+4,43 134,58+21,46 171,93+22,82 1,49+0,39
FA x 2D 18,82+3,06 79,19+15,02 62,79+17,86 13,06+3,71 144,95+27,80 181,65+29,04 1,33+0,34
ED XA
FJx 12 18,99+2,61 76,08+7,25 62,28+12,50 17,51+194 138,36+16,17 174,96+17,41 1,29+0,43
FJx 22 18,23+2,99 62,81+11,46 39,91+10,90 8,24+2,66 104,66+17,86 137,58+19,02  1,68+0,53
FA x 12 17,32+1,45 94,1748,04  72,38+13,40 17,60+2,19 166,55+18,93 202,65+18,05 1,34+0,23
FA x 28 18,83+3,66 71,56+8,95 52,90£13,33  11,03+2,75 127,02+16,49 164,47+20,42 1,44+0,42
DxA
1D x 12 19,56+2,60 84,86+9,21 61,35+10,06 17,78+2,70 146,21+16,43 183,55+16,90 1,41+0,21
1D x 22 17,56+3,07 68,60+10,71 43,90+13,06 9,46+2,83 112,66+18,84  148,96+22,25 1,69+0,54
2D x 18 18,04+1,11 85,39+14,24 73,31+14,60 17,32+1,04 158,70+26,14 194,05%26,19 1,22+0,42
2D x 22 19,75£3,44  65,44+1151 47,91+14,07 9,63+3,22 117,43+£21,78  151,36+25,24 1,46+0,43
Valor de P
ED 0,2377 0,0001 0,0001 0,0017 0,0010 0,0001 0,2003
D 0,8449 0,3433 0,0003 0,6262 0,0068 0,0794 0,0104
A 0,1644 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0014
EDxD 0,0433 0,0076 0,0714 0,9855 0,0056 0,0043 0,9818
EDx A 0,9745 0,0055 0,5130 0,0031 0,2925 0,8640 0,6680
DxA 0,0057 0,2118 0,0352 0,5840 0,1252 0,1462 0,8730

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

O mesofilo da folha é percorrido por um sistema de feixes vasculares ou nervuras
ligados ao sistema vascular do caule. Na salva rubra e na maioria das folhas das
Magnoliopsida, os feixes vasculares dispdem-se de modo ramificado, com nervuras
sucessivamente menos espessas, partindo de outras mais espessas, apresentando uma
nervacdo peninérvea. Nas nervuras encontra-se Xxilema e floema, estando o xilema
normalmente, voltado para a pagina adaxial da folha, e o floema para a pagina abaxial (Fahn,
1990).

As dimensdes dos vasos condutores estdo relacionadas com os varios parametros de
transporte de agua, como por exemplo o indice de vulnerabilidade ou condutividade
hidraulica relativa (Carlquist, 1988; Fahn et al., 1986).

A Tabela 6 mostra que as espessuras do xilema, do floema e da nervura principal sdo
significativamente maiores nas folhas adultas, enquanto o perimetro dos vasos xilémicos é

maior nas folhas jovens, o que seria de esperar, uma vez que durante a ontogenia, 0S vasos
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xilémicos estdo sujeitos a forcas de compressdo por parte das células vizinhas, diminuindo o
seu tamanho a medida que se desenvolve.

Pouco se conhece sobre a dimensdo dos vasos condutores em Salvia officinalis, mas
trabalhos sobre outras espécies de Salvia, Salvia divinorum por Kowalczuk et al. (2014) e
Salvia halophila por Kaya et al. (2007) indicaram dimensdes semelhantes para 0s vasos
condutores. J& em relacdo ao efeito da data, verificou-se uma diminuicdo significativa da area
e do perimetro dos vasos xilémicos de 28% e 13%, respetivamente, entre junho e setembro.

No entanto, quando se analisa a interacdo ED x D, nas folhas mais jovens, com o
passar do verdo a area e perimetro dos vasos xilémicos aumentaram significativamente 7%,
em contrapartida, nas folhas adultas registou-se uma diminuicdo de 25%.

Tabela 6 - Espessura do xilema (EX), espessura do floema (EF), largura da nervura principal (LN), area dos

vasos Xilémicos (AVX) e perimetro dos vasos xilémicos (PVX) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L.
var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo de 2013

EX EF LN AVX PVX
(um) (um) (um) (um?) (um)
Estéadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 117,04+14,61 43,01+13,23 312,48+59,34 96,67+20,06 36,46+4,62
Folhas Adultas (FA) 152,49+43,98 53,77+32,39 372,71+£96,11 95,81+34,39 34,63+6,07
Data (D)
junho (1D) 127,89+44,79 49,91+33,76 357,36+100,20  110,84+24,06 37,63+4,62
setembro (2D) 134,93+26,53 45,91+13,04 324,31+64,25 80,28+34,39 32,75+6,08
ED xD
FlJx 1D 115,97+14,72 40,84+8,41 333,59+64,92 89,05+19,28 34,9245,29
Flx 2D 117,98+14,69 44,89+16,23 294,18+47,93 101,41+21,37 37,42+3,93
FAXx 1D 150,03+69,22 66,76+43,04 401,50+137,20  118,60+26,10 38,59+3,75
FAx 2D 153,76+23,98 47,04+8,36 357,78+64,18 62,41+19,10 28,85+4,25
Valor de P
ED 0,0001 0,0044 0,0001 0,2332 0,0008
D 0,6626 0,071 0,0510 0,0001 0,0001
EDxD 0,8961 0,0153 0,8930 0,0001 0,0001

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Na Figura 30 encontram-se os resultados obtidos para a concentracdo de ceras sollveis
quantificadas neste estudo.

Em relacdo as ceras, ndo h& dados disponiveis sobre a sua presenca em Salvia
officinalis, embora a variacdo causada pela idade da folha e data de amostragem serem
encontradas noutras especies tal como nas folhas de Fagus sylvatica L. por Prasad e seus
colaboradores (1990), em folhas de Prunus laurocerasus por Jetter e seus colaboradores

(2001) e em folhas de Populus trichocarpa por Kahmen e seus colaboradores (2011).
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Observou-se que as folhas jovens apresentaram maior concentracdo de ceras que as
adultas em ambos os anos de colheitas, ainda que apenas as amostras de 2013 tenham
mostrado significancia estatistica.

Estes resultados vao de encontro aos estudos efetuados por Bringe et al. (2006) com
folhas de macieiras, que registaram um aumento da area foliar, mas que ndo acompanhou a
producdo de ceras. Estes dados, face a estudos recentes, ndo séo no entanto suficientes para
determinar que as folhas jovens apresentem elevada resisténcia a secura, uma vez que esta
caracteristica ird depender da composicdo da propria cera (Riederer et al., 2001; Kerskiens,
2006).

As ceras cuticulares estdo sobrepostas (disposi¢do epicuticular) e integradas
(disposicdo intracuticular) na rede de cutina, (Kerstiens, 1996; Gostin, 2009). As ceras
epicuticulares, uma camada continua ou parcial de matriz extracelular, mais externa, tornam-
se a primeira barreira contra os fatores que podem entrar em contacto com a planta: fungos,
bactérias, insetos e radiacéo solar, entre outras. Assim, para além de reduzir as perdas de agua
por transpiracdo, diminuem o risco de danos por excesso de radiacdo solar, refletindo e
atenuando a luz solar (Gostin, 2009; Cohu et al., 2014). As ceras intracuticulares funcionam
como a principal barreira ao transporte, prevenindo a perda de agua e a lixiviagdo de
moléculas do interior das células.

A espessura da camada cuticular pode variar com as espécies vegetais e com as
condi¢des ambientais em que as folhas se desenvolveram (Meyer, 1983). Segundo este autor,
a porcdo de ceras € geralmente mais espessa nas folhas da mesma espécie que se
desenvolveram sob luz solar intensa do que nas folhas da mesma espécie que se
desenvolveram & sombra.

Riederer et al. (2001) referem, por outro lado, que a hipdtese de que a espessura da
cuticula determina a permeabilidade para a dgua ndo foi confirmada experimentalmente.
Kerstiens (2006) acrescenta ainda, que se trata de um equivoco o facto de uma maior
espessura de cuticula criar uma melhor barreira. Oliveira et al. (2003) verificaram que o
aumento da espessura dos depositos cerosos ndo alterou significativamente a resisténcia a
transpiracdo, mas que a natureza quimica dos componentes das ceras revelou-se um fator
importante na determinacdo do grau de resisténcia a transpiracdo. No entanto, Cutler et al.
(2008) consideram que a cuticula formada por cutina e ceras dificulta a perda de agua e

aumenta a refletancia.
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Segundo Lichston et al. (2006) e Shepherd et al. (2006), a diminuicdo do teor de ceras
pode ser agravado pelo efeito acumulativo dos poluentes depositados na superficie foliar,
danificando a morfologia e o teor de ceras, podendo ser prejudiciais a planta.

Ainda segundo Shepherd et al. (2006) as temperaturas, a intensidade luminosa e a
humidade influenciam a morfologia e a concentragdo das ceras. De facto estudos efetuados
por estes autores em Brassica sp. mostraram que temperaturas mais baixas promovem maior
deposicdo de ceras. No nosso estudo observou-se que a temperatura do ano de 2013 foi
superior a 2011, dado este que, podera ter tido influéncia na diminuicdo da concentracdo de
ceras, associado ao facto de no més de junho de 2011 ter ocorrido um pico de radiacdo, que
segundo 0s mesmos autores em estudos efetuados em Nicotiana tabacum, influencia pela

positiva a deposicdo de ceras (Figura 20, Figura 22).
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Figura 30 - Concentracdo de ceras cuticulares sollveis de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var.
purpurascens ao longo dos ciclos vegetativos 2011/2013. Colheita de 2011 p=0,410 (A); Colheita de 2013
p=0,022 (B); Colheita de 2011 e 2013 p=0,0129 (C). Os valores representam a média (n=8) +DP
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1.2 Parametros do Estado Hidrico e Esclerofilia

Segundo Castro-Diez et al. (2000), a razdo entre a area foliar e massa seca ou a area
foliar especifica (SLA) tem sido utilizada como uma forma facil de determinar as funcbes da
folha e da planta. Esta implicada em muitos aspetos funcionais da planta, como as trocas
gasosas, taxa fotossintética potencial, resisténcia da folha e taxa relativa de crescimento. Este
parametro € ainda indicador da posicdo da espécie ao longo do eixo entre ambiente rico ou
pobre em recursos. Assim, folhas de sombra com uma elevada SLA séo mais eficientes em
habitats de baixa intensidade luminosa.

Os valores médios referentes aos parametros do estado hidrico e esclerofilia do ano de
2011 apresentam-se na Tabela 7.

A érea foliar (AF) aumentou significativamente (88%) entre as folhas jovens e as
adultas. O aumento da AF pode conduzir a uma melhor capacidade fotossintética devido a
melhor intercecdo da luz (Gratani et al., 2002).

No entanto, de junho para setembro verificou-se uma diminuicéo significativa da area
foliar (cerca de 42%) relacionada com uma diminuicdo significativa da densidade do tecido
foliar.

Estudos efetuados com Pseudoroegneria spicata, Fraser e colaboradores (2009) e
Meier e seus colaboradores (2008) em Fagus sylvatica, relacionaram as modificagdes
morfoanatomicas das folhas com a temperatura do ar. Resultados semelhantes tiveram Vile et
al. (2012) com Arabidopsis e Ayub et al. (2011) em Eucalyptus saligna.

Quanto a ontogenia versus data de colheita, observou-se uma diminuicédo significativa
entre junho e setembro na area foliar, sendo bastante visivel a diferenca nas folhas adultas (-
45,7%).

Segundo Larcher (2003), a quantidade de agua varia com o estado de desenvolvimento
da planta. Em estado de desidratacdo as folhas adultas tendem a envelhecer mais depressa
devido aos processos catabolicos. Ainda segundo o mesmo autor, as plantas recorrem a varios
mecanismos para evitar a dessecagdo, nomeadamente, melhorar a captacdo de agua existente
solo.

Situacdo corroborada por Letts et al. (2012) e Poorter et al. (2009), referindo que o
aumento da espessura foliar esta relacionado com uma elevada intensidade luminosa, o que
tende a diminuir a SLA, promovendo a longevidade da folha em ambientes secos. Reforcado

por Castro-Diez et al. (2000), que mencionam que as folhas mais espessas possuem uma
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capacidade de conducdo superior, reduzem as perdas de &gua, armazenando grandes
quantidades de agua.
N&o foram observadas diferencas significativas no contetdo relativo de agua e na

suculéncia entre as varias origens de variacdo estudadas.

Tabela 7 - Area foliar (AF), area foliar especifica (SLA), densidade do tecido foliar, contetdo relativo de dgua
(RWC) e suculéncia (S) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ano de
2011

od e s o0 S (g H.0mm™)
Estéadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 9,90+2,00 9,02+0,84 290,01+27,22 89,13+2,92 0,26+0,08
Folhas Adultas (FA) 18,61+6,00  9,79+0,94 273,02+28,17 90,81+2,77 0,29+0,03
Data (D)
junho (1D) 18,52+7,01 9,27+0,96 300,18+23,22 90,52+2,19 0,25+0,02
setembro (2D) 10,76£3,15 9,45+0,98 262,91+19,93 89,30+3,48 0,28+0,08
ED xD
FIx 1D 11,71+4,12 8,65+0,78 311,82+20,21 90,02+2,43 0,26+0,02
FIx 2D 8,30+2,16 9,36+0,81 268,17+8,47 88,16+3,27 0,25+0,11
FAXx 1D 24,20+2,26 8,62+0,67 288,30+21,11 91,14+1,99 0,25+0,02
FAx 2D 13,15+1,63 9,31£1,20 257,70+£27,16 90,42+3,59 0,31+0,07
Valor de P
ED 0,0010 0,0514 0,0552 0,1649 0,3370
D 0,0010 0,6410 0,0002 0,2967 0,3120
EDxD 0,0020 0,1747 0,439 0,6309 0,2147

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para as medic6es referidas anteriormente nas
amostras de 2013.

Pela sua analise € possivel verificar que a AF € significativamente maior em folhas
adultas, e ndo houve efeito do estadio de desenvolvimento nos outros parametros estudados.

O efeito da data de colheita foi significativo nos parametros AF, densidade, RWC e
suculéncia, ndo tendo tido efeitos na SLA. E de salientar, a semelhanca do que se verificou
em 2011, valores mais elevados de AF e densidade nas folhas que se desenvolveram no
primeiro ciclo vegetativo. Esta ocorréncia pode estar associada a temperaturas mais amenas e
a uma maior disponibilidade de 4gua no solo em junho.

Este aumento de biomassa por unidade de area pode ser o resultado de um maior
namero de células (maior proporcao de paredes celulares por volume celular), e/ou possuirem
mais massa. Uma maior biomassa das células pode ser devida a uma maior acumulagdo de
compostos provenientes do metabolismo secundario na parede celular, no citoplasma ou nos

vacuolos (Castro-Diez et al., 2000).
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Tabela 8 - Area foliar (AF), area foliar especifica (SLA), densidade do tecido foliar, conteddo relativo de dgua
(RWC) e suculéncia (S) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ano de
2013

(e g Oy o S (g H;omm)
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 10,00£0,05  13,51+2,13 264,81+40,53 92,4845,29 0,21+0,03
Folhas Adultas (FA) 11,00£0,05  14,02+1,74 253,24+40,20 88,01+10,16 0,22+0,07
Data (D)
junho (1D) 15,01£0,02  13,34+1,93 277,40+26,60 87,32+4,69 0,20+0,03
setembro (2D) 6,11+0,01 14,23+1,90 240,61+43,71 93,15+10,09 0,24+0,06
EDxD
FIx 1D 14,44+0,03  12,66+1,99 300,36+13,02 90,01+2,44 0,1940,03
FJx 2D 5,320,01 14,40+1,98 229,35+22,37 94,8116,32 0,24%0,02
FAXx 1D 15,43+0,01  14,02+1,65 254,53+12,59 84,63+4,90 0,21+0,03
FAx 2D 6,12+0,02 14,01+1,90 251,92457,01 914241296  0,23%0,09
Valor de P
ED 0,0242 0,3893 0,2579 0,0765 0,6134
D 0,0001 0,1728 0,0008 0,0220 0,0527
EDxD 0,6165 0,1318 0,0017 0,6920 0,4114

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Quanto ao conteudo relativo de agua (RWC) o seu aumento significativo entre junho e
setembro podera estar relacionado com a maior pluviosidade ocorrida no més de setembro
(Figura 22).

Na Tabela 9 estdo os resultados que permitem comparar o efeito do ano de colheita.
Salienta-se 0 aumento significativo da SLA, e diminuigéo da densidade foliar e suculéncia de
2011 para 2013. Contudo nédo se observaram diferencas significativas no RWC entre os anos
de colheita.

Relativamente a area foliar ocorreu uma diminuicdo bastante significativa de 38% da
primeira para a segunda colheita, esta diminuigéo tanto sucedeu nas folhas jovens, 18% como
nas folhas adultas 53%. O ano de colheita também atuou na area foliar, pois verificou-se uma
diminuicdo de 43% de 2011 para 2013, as folhas jovens tiveram uma diminuicao de 43% e as
folhas adultas de 42%.

Como ja referido, a quantidade de agua dos tecidos podera variar com o tipo de 6rgéo,
0 estadio de desenvolvimento, a estagdo, o habito de crescimento e a espécie. Existem
diversas técnicas para medir as relagBes hidricas das plantas. Ao contrério do potencial
hidrico foliar que d& uma informacéo sobre a energia livre da 4gua na planta, 0o RWC expressa
a relacédo entre a quantidade real de 4gua de um tecido e quantidade maxima que ele pode
reter. De uma maneira geral, os valores de RWC ndo sofreram variagdes significativas no

nosso estudo.
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Estudos mostram que o estado hidrico da planta condiciona as trocas gasosas, tal como

referem Jorba et al. (1985), que registaram que a reducdo de RWC de 96% para 65%, induz

uma reducdo de 85% na fotossintese de oliveiras cultivadas em vaso.

A dessecacdo da planta € atrasada por todos os mecanismos disponiveis, para manter

um contetdo hidrico favoravel apesar das condi¢Ges climatéricas adversas a sua volta. Assim

sendo a planta possui mecanismos de aperfeicoamento da absorcdo da &4gua, de capacidade de

conducdo da agua; pela reducdo da perda de agua; e pelo armazenamento da agua (Larcher,

1995).

Tabela 9 - Area foliar (AF), area foliar especifica (SLA), densidade do tecido foliar, conteido relativo de agua
(RWC), suculéncia (S), de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo dos anos de

2011/2013
2 SLA Densidade RWC )

AF (cm”) g ) %) S (g H,Omm?)
Estadio de
desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 11,91+6,78 11,79£2,55 274,24+37,70 91,15+4,78 0,23+0,05
Folhas Adultas (FA) 13,68+6,69 12,40£2,81 260,63+36,90 89,01+8,24 0,24+0,06
Data (D)
junho (1D) 15,83+4,84 11,80+2,56 285,90+£27,38 88,491+4,21 0,22+0,03
setembro (2D) 9,7615,92 12,39+2,81 248,97+37,80 91,67+8,38 0,25+0,07
Ano (A)
2011 (1A) 17,43+10,51 9,37+0,95 281,48+28,44 89,91+2,91 0,27+0,05
2013 (2A) 10,01+4,97 13,74+1,93 259,00£40,28 90,19+8,30 0,22+0,05
ED xD
FJx1D 13,06+2,51 11,1242,55 304,63£16,47 89,98+2,22 0,22+0,03
FIx 2D 10,77+6,59 12,47+2,98 243,85+26,45 92,33+6,29 0,24+0,08
FAx 1D 18,60+5,08 12,49+2,46 267,17+23,02 87,0115,21 0,23+0,04
FAx 2D 8,75+3,86 12,31+2,73 254,09+46,95 91,01+£10,23 0,26+0,06
EDx A
FIx 1A 16,24+8,41 8,98+0,84 289,96+27,21 89,06+2,92 0,26+0,07
FJx 2A 9,3245,07 13,48+2,13 264,81+40,53 92,4145,29 0,21+0,03
FAX 1A 18,62+6,46 9,74+0,94 273,01£28,17 90,76x2,77 0,78+0,03
FA X 2A 10,71+4,90 14,00£1,73 253,20+40,20 87,96+10,16 0,22+0,07
DxA
1D x 1A 17,89+7,15 9,27+0,96 300,08+23,22 90,54+2,19 0,25+0,02
1D x 2A 14,60+2,08 13,32+1,93 277,38+26,60 87,27+4,68 0,20£0,03
2D x 1A 16,97+7,25 9,45+0,98 262,88+19,93 89,28+3,48 0,28+0,08
2D x 2A 5,43+1,53 14,15+1,90 240,62+43,70 93,11+10,08 0,24+0,06
Valor de P
ED 0,2541 0,1269 0,0561 0,4107 0,2703
D 0,0001 0,2314 0,0001 0,1730 0,0449
A 0,0001 0,0001 0,0033 0,8684 0,0013
EDxD 0,0001 0.0892 0,0073 0,6421 0,5811
EDxA 0,0512 0,7784 0,7165 0,0690 0,6169
DxA 0,0314 0,4307 0,9762 0,0365 0,7297

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo
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[11.3 Parametros Fisioldgicos

111.3.1 Trocas Gasosas

Dos resultados apresentados na Tabela 10, referentes as trocas gasosas medidas ndo
foram observadas diferencas significativas na (A) entre folhas jovens e adultas apesar das
folhas adultas apresentarem valores de taxa fotossintética (A) e de condutancia estomaética
para 0 vapor de agua (gs) ligeiramente superiores. Segundo Peri et al. (2011), 0 aumento do
valor da taxa fotossintética podera estar associado ao incremento da condutancia estomatica.
No entanto, foram as folhas jovens que exibiram valores de taxa de transpiracdo (E)
significativamente maiores (33%). Este facto deve-se provavelmente a sua posicdo mais
exposta a radiacdo relativamente as folhas adultas.

A data de colheita induziu uma diminuicdo significativa de 40% no valor (gs) da
primeira para a segunda colheita em ambas as idades foliares, acompanhada por um aumento
significativo da transpiracdo (87%). A reducéo de gs, em folhas adultas de junho (445mmol
m2s?) para folhas adultas de setembro (145mmol m™s?) poder4 estar relacionada com a
exposicdo da planta a situacGes de stresse hidrico moderado, como se pode verificar pela
Figura 20. De facto, os meses de julho e agosto apresentaram uma precipitacdo reduzida, pelo
que o encerramento estomatico pode ser interpretado como uma forma de reduzir as perdas de
agua por transpiracao.

Lambrecht et al. (2011) correlacionaram esta reducdo de valores de gs com uma
diminuicdo do potencial hidrico da folha ou a uma maior de pressdo do vapor de agua, ja
Damour et al. (2010) relacionam esta redugdo com um aumento de temperatura.

O valor da eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) aumentou significativamente
entre junho e setembro, como resultado da grande diminuicdo de gs. Esse aumento estara
relacionado com o aumento de A/gs das folhas adultas em setembro. A reducdo da
condutancia estomatica tem sido referida como o primeiro mecanismo de defesa de
manutencgéo da condigéo hidrica da planta (e.g. Suzy et al., 2011).

Foram encontradas variacOes significativas na taxa de transpiracdo (E) relativamente a
data de colheita observando-se valores mais altos em setembro. Os valores de E estdo
segundo Sanchez-Diaz et al. (2000) relacionadas com fatores ambientais, tais como a
temperatura, o défice de pressdo de vapor de agua ou a radiagdo solar. As altas temperaturas
registadas em setembro podem ter conduzido a um aumento desse parametro. Além disso, a

reducdo de precipitagdo em junho também pode ter contribuido para os valores mais baixos de
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E registados neste més, pois as folhas tendem a fechar os estomas para reduzir a transpiracao,
evitando mais perda de agua. A reducdo de E em folhas adultas segue uma tendéncia ja
observada em muitas outras espécies (Constable et al., 1980; Kositsup et al., 2010; Wang et
al., 2014), podendo ser associada a uma maior radiacdo solar a que essas folhas estiveram
sujeitas.

No que respeita a interacdo EDxD, esta resultou em varia¢@es significativas para gs,
Algs, C; (concentracéo intercelular de CO,) e E. Provavelmente, a diminuicdo verificada nas
taxas de assimilacdo liquida de CO, em folhas jovens ocorreu devido a limitacdes
estomaticas. No entanto, na segunda colheita observou-se um aumento da gs e de C;i que
incrementaram a taxa fotossintética.

O valor de C; alterou-se significativamente na interacdo EDxD, contribuindo
essencialmente para esta reducdo as folhas adultas (63%), ndo influenciando no entanto, a
taxa fotossintética. Com efeito, a reducdo da abertura dos estomas € uma das primeiras
respostas ao stresse hidrico, privando as folhas de CO, (Nunes, 2007).

Tabela 10 - Trocas gasosas - taxa de assimila¢do liquida de CO, (A), condutancia estomatica para o vapor de

agua (gs), concentracdo intercelular de CO, (C;), eficiéncia intrinseca do uso de agua (A/gs) e taxa de
transpiracdo (E) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ano de 2011

A Js Ci A/gs E
(umol m?s™) (mmol m?s™) (umol mol ™) (umol mol™) (mmol m?s™)

Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 18,92+3,05 266,55+129,95 190,01+79,47 90,84+40,52 3,61+1,59
Folhas Adultas (FA) 20,63£1,75 294,89+130,65 169,02+99,42 104,41+64,86 2,72+0,78
Data (D)
junho (1D) 19,43£2,95 351,90+198,30 201,20+85,87 81,19+54,99 2,23+0,66
setembro (2D) 20,17£2,25 209,51+76,55 157,91+89,76 114,14+56,16 4,17+1,10
ED xD
FJx1D 18,24+3,17 258,83+188,28 155,96+100,34 109,63+65,19 2,22+0,88
FJx 2D 19,66+2,98 274,37+24,59 224,28+28,29 72,14+14,18 5,01+0,24
FAXx 1D 20,67£2,28 444,93+170,40 246,61+32,22 52,61+19,46 2,28+0,39
FAx 2D 20,61+1,16 144,85+48,76 91,54+80,02 156,10450,25 3,11+0,80
Valor de P
ED 0,0630 0,5430 0,3870 0,3800 0,0010
D 0,4700 0,0040 0,0800 0,0380 0,0010
EDxD 0,4390 0,0020 0,0010 0,0010 0,0010

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

O controlo da entrada e saida de dgua nos espacos intercelulares da planta faz-se pela
regulacdo da abertura dos estomas. Assim, a assimilacéo liquida de CO; pode ser dificultada
pelo fecho dos estomas, em resposta a uma situacdo de stresse (Meyer et al., 1983; Chaves et
al., 2003).
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Como se verifica na Figura 31 existe uma correlagdo né&o-linear, polinomial e
significativamente positiva entre gs e C;, mostrando uma base estreita de relacionamento entre
as variaveis analisadas de trocas gasosas. Esta relacdo apresentou coeficiente de determinacgéo
elevado (R?=0,6451), o que indica que gs variou proporcionalmente a Cj, 0 que seria esperado,
uma vez que o aumento da abertura dos estomas permite uma maior difusdo do CO; para 0s

espacos intercelulares do mesofilo.
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Figura 31 - Correlacéo entre g; (mmolm™s™) e C; (umol mol™) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L.
var. purpurascens ao longo dos anos em estudo

Como se verifica na Figura 32, existe uma correlacdo linear significativamente
negativa entre os valores de C;, e A/gs. Esta relacdo apresentou coeficiente de determinacéo
elevado (R?*=0,9914), o que mostra que C; é inversamente proporcional a A/gs. Resultados
similares foram obtidos por obtidos por Nunes (2007) em Medicago truncatula cv. Jemalong

em condigdes de stresse hidrico.
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Figura 32 - Correlacdo entre C; (umol mol™) e g (mmolm?s™) e A/g, de folhas jovens e adultas de Salvia
officinalis L. var. purpurascens ao longo dos anos em estudo
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111.3.2 Fluorescéncia da Clorofila a in vivo

Nas plantas vasculares, a fotossintese ocorre principalmente nas folhas que, na maioria
das espécies, sdo orgaos finos e expandidos, possuidores de uma enorme superficie externa
em relacdo ao seu volume. Este tipo de estrutura permite uma exposicao a luz de um grande
namero (relativamente ao volume da folha) de células possuidoras de cloroplastos. O labirinto
de espacos intercelulares do interior da folha, contendo ar, é tdo extenso que praticamente
todas as ceélulas clorofilinas estdo em contacto com a atmosfera interna da folha
(Meyer,1983).

Os pigmentos fotossintéticos localizados nas membranas dos tilacoides dos
cloroplastos absorvem a energia luminosa que ird ser utilizada no processo fotossintético.
Como qualquer outro processo de troca de energia, a conversdo da energia luminosa em
energia quimica no processo fotossintético ndo € perfeita. Nem todos os eletrdes que estdo
num nivel energético elevado (molécula de clorofila excitada) sdo passados para a cadeia
aceitadora de eletrGes. Estes eletrdes retornam ao estado inicial (estado antes das moléculas
receberem a energia dos fotbes), sem a producdo de ATP e NADPH. Ao retornar ao estado
inicial, a energia € dissipada em forma de calor ou luz (fluorescéncia) (Bolhar-Nordenkampf
etal., 1993).

Detalhadamente, os pigmentos fotossintéticos apOs captarem a energia luminosa,
dissipam-na por meio de trés vias: dissipacdo fotoquimica ou quenching fotoquimico (qP), em
que € utilizada a energia luminosa para o0s processos fotossintéticos; fluorescéncia, emissdo de
radiacdo na regido do visivel (682nm) e na regido do infrevermelho (740nm) e dissipacédo
ndo-fotoquimica ou quenching ndo-fotoquimico (qNP), com producdo de calor sob a forma de
radiacdo infravermelha (Bolhar-Nordenkampf et al., 1993; Pereira et al., 2010).

Em situacbes de fraca luminosidade, ou de elevados rendimentos quanticos
(quantidade molar de O, libertado ou CO, fixado por cada mole de fotGes absorvido pelo
aparelho fotossintético), cerca de 97% da energia de fotdes absorvida € usada no processo
fotoquimico, 2,5% é transformada em calor e 0,5% é reemitida sob a forma de fluorescéncia.
Todavia, em situagdes que originem a saturagdo dos centros de reagéo, 95 a 97% da energia
pode ser dissipada na forma de calor e 2,5 a 5% na forma de fluorescéncia (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1993). Sendo assim, a medic&o da fluorescéncia da clorofila a pode ser
um instrumento muito importante no estudo do desempenho fotossintético das plantas (Baker,
2008).
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Ao adaptar-se um tecido clorofilino ao escuro, o rendimento quantico da fluorescéncia
do PSII seréd dependente somente do estado redox do quenching fotoquimico. Todos 0s outros
processos relacionados com o quenching nao-fotoquimico seréo inibidos. A fluorescéncia da
clorofila a in vivo é uma maneira ndo invasiva e rapida de detetar mudancas na atividade
fotossintética de folhas e pode ser influenciada por mudangas no ambiente ou ser provocado
por um stresse antropogénico (Gitari et al., 2004).

Com base na Tabela 11, é possivel constatar que existem diferencas significativas
causadas pela ontogenia no coeficiente de extin¢cdo nao-fotoquimico (gNP) e na eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./Fp).

As folhas adultas apresentaram valores mais elevados de qNP, o que podera estar
associado a dissipacdo do excesso de energia que € essencial para a sobrevivéncia da planta,
uma vez que previne danos oxidativos. Por outro lado, as folhas adultas registaram valores
inferiores de F./F, comparativamente as folhas jovens, em oposi¢cdo ao verificado por
Bertamini et al. (2002) em videira. Contudo, os valores de F,/F, foram sempre superiores a
0,8, 0 que € indicativo, segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1993), Littge et al. (1998) e
Maxwell et al. (2000) de um bom funcionamento do aparelho fotossintético, ndo existindo
danos no PSII.

Também Demmig et al. (1987) verificaram que a eficiéncia fotoquimica das reacoes
primarias do fotossietma Il (PSIl) é maxima quando a razdo F./Fn,, medida a 77K, é de
0,832+0,004 num grande numero de folhas de diferentes espécies vegetais saudaveis e
iluminadas.

No final do periodo estival, os valores mais altos de F,/Fn, quer de folhas ovens quer
de folhas adultas, sugerem uma melhoria na eficiéncia fotoquimica do PSII.

Os valores inferiores de F./Fn registados em junho podem ter sido devidos a uma
medida de protecdo da oxidacdo dos fotossistemas (Baker, 2008), ja que as folhas estiveram
expostas a elevada radiacdo solar durante este més. Isto é ainda confirmado pelos elevados
valores de gNP, que é um mecanismo usado pela planta para dissipar o excesso de energia na
forma de calor, tal como anteriormente referido (Maxwell et al., 2000).

J& pela analise da interagdo ED x D verificou-se um aumento dos valores de qNP em
folhas jovens ao longo do ciclo vegetativo desta variedade, e o contrario foi verificado em
folhas adultas.
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Tabela 11 - Rendimento quantico efetivo do PSII (®pg,); Coeficientes de extingdo fotoquimico (gP) e néo-
fotoquimico (qNP); Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./F); de folhas jovens e adultas de
Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ano de 2011

Dp)) qP gNP Fu/Fim
Estadio de

Desenvolvimento (ED)

Folhas Jovens (FJ) 0,48+0,08 0,71+0,11 0,60+0,22 0,86+0,03
Folhas Adultas (FA) 0,42+0,10 0,69+0,13 0,90+0,10 0,84+0,04
Data (D)

junho (1D) 0,45+0,09 0,72+0,12 0,69+0,31 0,83+0,02
setembro (2D) 0,45+0,10 0,68+0,12 0,81+0,08 0,87+0,04
ED xD

FIx 1D 0,50+0,10 0,76+0,12 0,41+0,17 0,84+0,02
FJx 2D 0,47+0,06 0,67+0,07 0,79+0,06 0,88+0,02
FAx 1D 0,41+0,07 0,68+0,12 0,96+0,06 0,82+0,02
FAx 2D 0,43+0,13 0,69+0,16 0,84+0,10 0,85+0,05
Valor de P

ED 0,0720 0,5750 0,0001 0,0730
D 0,9720 0,4090 0,0040 0,0020
EDxD 0,4830 0,2800 0,0001 0,8110

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

A &gua intervém em numerosas rea¢cdes enzimaticas, particularmente na fase luminosa
do processo fotossintético (Fahn, 1990; Moreira, 1993).Em condi¢des de defice hidrico os
estomas tém tendéncia a fechar originando uma diminui¢do da taxa de transpiragdo (Fahn,
1990; Nunes, 2007).

Observando a Figura 33, relativamente aos valores de E verificou-se que a planta em
estudo Salvia officinalis L. var. purpurascens apresentou uma tendéncia para um maior valor
de Fu/Fn & medida que a taxa de transpiracdo aumentava (R?=0,3609) (coeficiente de
determinacao significativamente positiva p=0,0001).

Cerca de 36% da variacdo observada em F./Fn, é explicada pela taxa de transpiracéo.
Com efeito, as plantas de salva rubra com maiores taxas de transpiracdo, apresentam maior
eficiéncia fotoquimica mé&xima do fotossistema I1, isto é as plantas de Salvia officinalis L. var.
purpurascens encontravam-se bem do ponto de vista fisioldgico. Esta eficiéncia podera estar
associada a progressiva abertura dos estomas que induziu o aumento da assimilacdo de CO, e
a uma maior eficiéncia do sistema antena para a absorcao e transferéncia de energia luminosa

que ocorre a medida que a taxa de transpiracdo aumenta.
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Figura 33 - Correlacdo entre E (mmolm?s™) e F,F, de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var.
purpurascens ao longo dos anos em estudo

[11.4 Parametros Bioquimicos

111.4.1 Pigmentos Fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos (Cla, Clb, Carotenoides) foram quantificados por
espectrofotometria e as concentracBes encontram-se expressas quer por area, quer por peso
seco nas Tabela 12, Tabela 13 e Tabela 14. Apresentam-se ainda nestas tabelas os valores da
estimativa da clorofila obtidos por um método ndo destrutivo, usando um aparelho SPAD.

Em 2011, as concentracdes de Cla, Clb, Cli, Carotenoides e teor de clorofila foram
significativamente mais elevadas nas folhas jovens (Tabela 12). De facto, a concentragéo de
Cla tanto por area como por peso seco das folhas adultas € inferior as folhas jovens, cerca de
17% em 2011 e 20% em 2013 quando € expressa por area. Estes resultados vdo de encontro
ao obtido em Acer platanoides L. por Lefsrud et al. (2007) e em Brassica oleracea L. var.
acephala por Lepedus et al. (2011) que verificaram um decrescimo das concentracfes de Cla
com o seu desenvolvimento.

A partir da andlise dos resultados da Tabela 12 constata-se que a data de colheita teve
um efeito significativo na variacdo da concentragdo de pigmentos fotossintéticos, verificando-
se um aumento em setembro. Esse acréscimo representou cerca de 38% de Cla (mg dm) e
60% de Clb (mg g™), enquanto que para os carotenoides (mg g™) o aumento foi de 37%, o que

provavelmente aumentou a capacidade de fotoprotecdo por parte dos carotenoides as
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clorofilas. De facto, os carotenoides, para além de absorverem luz em comprimentos de onda
nos quais as clorofilas ndo conseguem, protegem as clorofilas contra o stresse foto-oxidativo
evitando a sua fotodestruicdo (Correia et al., 2005; Zervoudakis et al., 2012). Estes pigmentos
acessorios tém assim um importante papel na dissipacdo do excesso de energia no sistema
fotossintético (Taiz e Zeiger, 2006).

Né&o se observaram diferencgas significativas na razdo Cla/Clb e Cltot/Cartot para as
varias origens de variacdo (Tabela 12). Em 2013, de uma maneira geral, verificou-se que as
folhas jovens continuam a registar maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos,
comparativamente as folhas adultas (Tabela 13). J& quanto ao efeito da data de colheita, ha a
salientar um aumento no teor em clorofila total, de 36 para 40 unidades SPAD, assim como na
razdo Cla/Clb, de 2,3 para 2,8. A razdo clorofila a/b € um bom indicador de resposta da planta
ao ambiente luminoso, pois, segundo Garcia-Plazaola et al. (2008), esta razdo € inversamente
proporcional a quantidade de radiacdo luminosa.

Relativamente a influéncia do ano de colheita, verificou-se geralmente uma maior
concentracdo de pigmentos fotossintéticos em 2011 e uma maior razdo Cltot/Cartot em 2013
(Tabela 14), o que provavelmente se deveu as diferentes condicdes climaticas registadas nos

dois anos de estudo.
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Tabela 12 - Concentracao de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a - Cl,, Clorofila b - Cly, Clorofila total - Cly, Clyy, Carotenoides Totais - Caryy, Cli/Cary,y) de folhas

jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo de 2011

Cla Cla Clb Clb Cligt Cliot cl Cary Cary

(mgdm?  (mggh)  (mgdm?)  (mgg")  (mgdm?  (mgg?) a (mgdm?  (mgg™)
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 3,630,72  4,25¢1,94 148+050 173092 511117  508+2,79 255036 1,17+021 1,340,552
Folhas Adultas (FA) 3,030,67  3,39:0,88 117+051  129+056 4,20+1,16  4,68+140 276041 092012  1,030,19
Data (D)
junho (1D) 2802039  2,94+0,69 1,01+0,19  106£028 3,81:057  4,00£090 279+020 0974017  1,00£0,17
setembro (2D) 3,8740,63  4,69+1,68 163:0,57  196+087 550+1,14  6,65:2,44 253+050 1,13+022  1,37£0,51
EDx D
FIx 1D 304032  2,81+059 115:0,12 106022 4,18+044  387:081 2,65:0,10 108016  0,99:0,18
FIx 2D 423+047  568+175 181180  2,40+0,86 6,03:0,88  8,08+243 2462051 1,26:0,22  1,69+0,52
FAX 1D 255£0,30  3,07+0,80 0,88+0,87  107£0,34 343:043  413t114 2093%0,18 0,86£009  1,010,18
FAx 2D 3512059  3,70+0,88 1,45:0,60  152+#0,66 4,96+117  523t148 260£051 099+010  1,04+0,21
Valor de P
ED 0,0007 0,0357 0,0410 0,0431 0,0032 0,0288 0,1292 0,0002 0,0092
D 0,0001 0,0001 0,0002 0,0002 0,0001 0,0001 0,0679 0,0085 0,0026
EDxD 0,4637 0,0076 0,7734 0,0415 0,5799 0,0097 0,6039 0,6742 0,0053

Clio/ Cary

4,37+0,73
4,51+0,91

3,97+0,39
4,92+0,87

3,90+0,31
4,84+0,75
4,03+0,47
5,01+1,01

0,5538
0,0006
0,9223

Teor de Cl
(SPAD)

41,29+1,65
35,83+2,25

38,09+3,78
39,02+2,98

41,16+1,72
41,41+1,69
35,03+2,50
36,63+1,76

0,0001
0,1910
0,3365

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Tabela 13 - Concentracdo de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a - Cl,, Clorofila b - Cl,, Clorofila total - Cl, Cl,, Carotenoides Totais - Caryy, Cli/Caryy) de folhas

jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo de 2013

Cla Cla Clb Clb Cligt Cligt cl Cary Cary

(mgdm?  (mgg®)  (mgdm?  (mgg!)  (mgdm?  (mgg™) o (mg dm?) (mgg™)
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 3,44+0,58  3,22+0,69 1,45+0,68 1,3840,75  4,89+1,21 4,60+1,42 2,56+0,48  0,97+0,13  0,90+0,10
Folhas Adultas (FA) 2,75+0,57  2,81+0,59 1,1740,35 1,2240,45  3,93+0,71 4,04+0,86 2,47+0,57  0,82+0,09 0,85%0,14
Data (D)
junho (1D) 3,11+0,82 3,06+0,74 1,48+0,70 1,49+0,77 4,59+1,39 4,55+1,40 2,28+0,60 0,90+0,13  0,90+0,10
setembro (2D) 3,10+0,48 2,97+0,61 1,14+0,24 1,11+0,34 4,23+0,68 4,08+0,92  2,75+0,29 0,89+0,14  0,90+0,14
EDxD
FIx 1D 3,62+0,75 3,39+0,88 1,65+0,92 1,57+1,00 5,27£1,62 4,96+1,85 2,46+2,45 1,00+0,11  0,93+0,09
FIx 2D 3,25+0,29 3,05+0,43 1,25+0,21 1,19+0,36 4,50+0,42 4,24+0,78  2,66+2,65 0,95+0,15 0,89+0,11
FAXx 1D 2,59+0,53 2,73+0,38 1,32+0,40 1,42+0,50 3,91+0,66 4,15+0,62 2,11+2,10 0,81+0,07 0,86%0,11
FA x 2D 2,91+0,59 2,89+0,77 1,03+0,22 1,03+0,31 3,95+0,80 3,92£1,02 2,84+2,84 0,84+0,11 0,83%0,17
Valor de P
ED 0,0021 0,0906 0,1557 0,4783 0,0108 0,1905 0,6170 0,0015 0,2172
D 0,9215 0,7076 0,0775 0,0889 0,3101 0,2727 0,0084 0,7957 0,3760
EDx D 0,0978 0,2889 0,7600 0,9774 0,2607 0,5647 0,1184 0,3169 0,8417

Clio/Carg

5,06+1,2
4,79+0,74

5,10+1,32
4,75+0,48

5,30+1,62
4,82+0,52
4,90+0,97
4,69+0,46

0,4665
0,3487
0,7143

Teor de ClI
(SPAD)

39,82+3,33
35,57+3,32

36,00+3,71
39,39+3,43

38,19+3,69
41,45+1,91
33,81+2,14
37,33+3,41

0,0001
0,0001
0,8521

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo
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Tabela 14 - Concentracao de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a - Cl,, Clorofila b - Cly, Clorofila total - Cly, Clyy, Carotenoides Totais - Caryy, Clio/Caryy) de folhas
jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo 2011 e 2013

Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ)
Folhas Adultas (FA)
Data (D)

junho (1D)
setembro (2D)
Ano (A)

2011 (1A)

2013 (2A)

EDx D

FJx 1D

FIx 2D

FA X 1D

FA x 2D

EDXx A

FIx 12

FJx 22

FAx 12

FA x 22

DxA

1D x 18

1D x 28

2D x 12

2D x 22

Valor de P

ED
D
A
ED xD
ED x A
DxA

Cla
(mg dm)

3,54+0,65
2,89+0,63

2,95+0,65
3,48+0,68

3,30£0,75
3,10+0,66

3,33£0,63
3,74+0,63
2,57+0,42
3,21+0,65

3,63£0,72
3,44+0,58
3,03+0,67
2,75%0,57

2,80+0,39
3,11+0,82
3,88+0,63
3,09+0,48

0,0001
0,0001
0,0668
0,3730
0,7360
0,0001

Cla
(mg g™)

3,73+1,53
3,11+0,79

3,00+0,71
3,83+1,52

3,82+1,55
3,02+0,67

3,10+0,78
4,37+1,83
2,90+0,63
3,30+0,90

4,25%1,94
3,22+0,69
3,39+0,88
2,81+0,59

2,94+0,69
3,06+0,74
4,69+1,68
2,97+0,61

0,0070
0,0005
0,0009
0,0602
0,3228
0,0002

Clb
(mg dm)

1,46+0,58
1,17+0,43

1,25+0,56
1,38+0,50

1,32+0,52
1,31+0,55

1,40+0,68
1,53+0,48
1,10+0,37
1,24+0,49

1,47+0,50
1,45+0,68
1,17+0,51
1,17+0,35

1,01+0,19
1,48+0,70
1,63+0,57
1,14+0,24

0,0167
0,2544
0,9332
0,9488
0,8683
0,0002

Clb
(mg g™

1,55+0,84
1,26+0,50

1,28+0,61
1,54+0,78

1,51+0,78
1,30+0,61

1,31+0,74
1,80+0,89
1,24+0,45
1,28+0,56

1,73+0,93
1,83+0,75
1,30+0,56
1,22+0,45

1,06+0,28
1,49+0,77
1,96+0,87
1,11+0,34

0,0524
0,0893
0,1607
0,1406
0,3507
0,0001

CItOt
(mg dm?)

5,00£1,17
4,06+0,96

4,20+1,12
4,86+1,13

4,65+1,23
4,41+1,09

4,73+1,28
5,27£1,03
3,67+0,59
4,46%1,10

5,11+1,17
4,89+1,21
4,20+1,16
3,93+0,71

3,81+0,57
4,58+1,39
5,50+1,14
4,23+0,68

0,0001
0,0046
0,2786
0,5900
0,9175
0,0001

Cltotl
(mg g™)

5,29+2,29
4,36+1,18

4,28+1,21
5,37£2,23

5,33£2,27
4,32+1,19

4,41+1,49
6,16+2,64
4,14+0,89
4,57+1,42

5,98+2,79
4,60+1,42
4,68+1,40
4,04+0,86

4,00+0,97
4,55+1,40
6,65+2,44
4,08+0,92

0,0104
0,0029
0,0056
0,0657
0,3001
0,0001

Clap

2,56+0,42
2,62+0,51

2,53+0,51
2,64+0,42

2,66+0,39
2,51+0,52

2,55+0,42
2,56+0,43
2,52+0,59
2,72+0,40

2,55+0,36
2,56+0,48
2,76+0,41
2,47+0,57

2,780+,20
2,28+0,60
2,53+0,50
2,75+0,29

0,5576
0,3160
0,1804
0,3601
0.1742
0,0012

Cary
(mg dm)

1,07+0,20
0,87+0,12

0,94+0,15
1,01+0,22

1,05+0,21
0,90+0,13

1,04+0,14
1,11+0,24
0,83+0,09
0,92+0,14

1,17+0,21
0,97+0,13
0,92+0,12
0,82+0,09

0,97+0,17
0,90+0,13
1,13+0,22
0,89+0,14

0,0001
0,0397
0,0001
0,7869
0,1754
0,0188

Caryy
(mg g™

1,12+0,43
0,94+0,19

0,95+0,15
1,11+0,45

1,18+0,41
0,87+0,12

0,96+0,14
1,28+0,55
0,94+0,16
0,94+0,21

1,34+0,52
0,90+0,10
1,04+0,19
0,85+0,14

1,00+0,17
0,90+0,10
1,37+0,51
0,85+0,14

0,0033
0,0089
0,0001
0,0088
0,0401
0,0013

Clio/Caryg

4,72+1,04
4,66+0,83

4,53%1,12
4,84+0,69

4,45+0,82
4,93+0,99

4,60+1,35
4,83+0,63
4,46+0,86
4,85%0,78

4,37+0,73
5,06+1,21
4,52+0,91
4,79+0,74

3,90+0,39
5,10+1,32
4,92+0,87
4,75+0,48

0,7862
0,1669
0,0321
0,7195
0,3474
0,0043

Teor de ClI
(SPAD)

9,82+3,33
5,57+3,32

36,00+3,71
39,39+3,43

38,56+3,38
37,01+4,24

38,19+3,69
41,45+1 91
33,81+2,14
37,33£3,41

41,29+1,65
38,65+3,88
35,83+2,25
35,37+4,03

38,09+3,78
34,33+2,72
39,02+2,98
39,69+3,81

0,0001
0,0001
0,0126
0,7635
0,0755
0,0005

Nota - Valores médios (n=8 ) + desvio padrao
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Resultados e Discussdo

Na Figura 34 é possivel observar uma relagdo diretamente proporcional entre as
concentracdes de Cla, Clb e Cltot e a concentracéo de Cartot, indicando um aumento destes a
medida que as concentracdes de Cla e Clb aumentam.

A concentragdo de Cla, Clb e Cltot correlacionaram-se positivamente com 0s
carotenoides totais, apresentando-se altamente correlacionados pelo teste de Pearson
(R?=0,8299 para a Cla e 0,3961 para a Clb), quando expressos por peso seco (Figura 32A e
C). Outra correlacdo significativa foi obtida entre a concentracdo de Cltot e Cartot
(R?=0,7189). Concentracdes elevadas de Cla e Clb estdo associadas a concentrages elevadas
de carotenoides, ja que estes ultimos sdo fotoprotetores das clorofilas, segundo Correia et al.
(2005) e Zervoudakis et al. (2012).
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Figura 34 - (A) Correlacdo entre a concentracdo de Clorofila a (Cla) e Carotenoides totais; (B) Clorofila b e
Carotenoides totais; (C) Clorofila Total e Carotenoides Totais de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L.
var. purpurascens

113



Caracterizacdo Quimica e Bioldgica da Planta Aromatica e Medicinal Salvia officinalis L. var. purpurascens

Pela analise da Figura 35 verificou-se que a concentracdo de carotenoides totais
correlacionou-se positivamente com a peroxidaco lipidica (R?=0,3811). Este aumento podera
estar relacionado com a fungéo protetora destes pigmentos, uma vez que 0s carotenoides sao

compostos fotoprotetores das clorofilas (Meyer et al., 1983).
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Figura 35 - Correlacdo entre a concentracdo de Carotenoides e de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens

Observando a Figura 36, relativamente aos valores de E verificou-se que a planta em
estudo Salvia officinalis L. var. pupurascens apresentou uma tendéncia para um maior valor
de E & medida que a concentragdode clorofilas totais aumentava (R?=0,5244), coeficiente de

determinagéo significativamente positivo p=0,0001.
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Figura 36 - Correlagdo entre E (mmolm?s™) e Clorofila Total (mg g*) de folhas jovens e adultas de Salvia
officinalis L. var. purpurascens ao longo dos anos em estudo

114



Resultados e Discussao

111.4.2 Metabolitos

Todos os compostos celulares sdo suscetiveis a acao das espécies reativas de oxigénio
(ROS), sendo os radicais livres OH fortes oxidantes, com capacidade de provocar a
peroxidacdo dos lipidos membranares e a destruicdo das proteinas, entre outros danos
celulares, que tém como consequéncia a alteracdo da permeabilidade das membranas
citoplasmaticas (Gulgin et al., 2007). Quando as trocas idnicas ocorrem de um modo
desregulado, ha libertacdo de enzimas hidroliticas dos lisossomas, que podem levar a lise da
célula (Foyer et al., 1997; Shahidi, 1997; Augusto, 2006; Giilgin, et al., 2007; Damodaran et
al., 2008). Assim, o stresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, favorecendo os oxidantes, levando ao aparecimento de danos fisioldgicos e/ou
estruturais (Azzi et al. 2004).

Os valores da concentracdo de proteinas sollveis (PS) e da concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) sdo apresentados nas Tabela 15, Tabela
16 e Tabela 17. Pela anélise destas Tabelas observa-se que ndo ha alteracdes significativas da
concentracdo de PS com todas as origens de variacao. Ja no nivel de peroxidacéo lipidica ha a
registar algumas variacbes, nomeadamente maior concentracdo de TBARS em folhas jovens
em 2011 (+64%) e em setembro de 2013 (+53%). Nestas duas situacdes, as plantas de salva
rubra ficardo certamente mais suscetiveis aos radicais livres, pela degradacdo das membranas,
principalmente devido a atividade da lipoxigenase (Berger et al., 2001).

Quanto ao efeito do ano, verificou-se uma diminuicdo significativa (50%) da
concentracdo de TBARS em 2013 (Tabela 17).

Tabela 15 - Concentracdo de proteinas soltveis (PS) e peroxidacao lipidica (PL) de folhas jovens e
adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo de 2011

PS PS PL PL

(mg dm?) (mg g™t (nmol TBARS cm?)  (nmol TBARS g?)
Estédio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 111,28+52,22 134,63+49,48 4,34+1,40 469,20+131,12
Folhas Adultas (FA) 126,68+42,55 139,13+50,68 1,57+0,50 173,04+51,46
Data (D)
junho (1D) 108,56+68,76 114,43+68,16 3,27+1,92 319,55+166,08
setembro (2D) 129,40+71,46 159,33+61,27 2,65%1,54 322,69+197,56
ED xD
FIx 1D 98,90+69,49 94,73+68,46 4,84+1.4 443,94+148,94
FJx 2D 123,67+70,72 174,53+78,31 3,8411,24 494,47+£116,02
FAXx 1D 118,22+76,93 134,13+65,77 1,69+0,74 195,16+42,70
FAx 2D 135,14+78,06 144,13+70,31 1,45+0,52 150,91+52,27
Valor de P
ED 0,6902 0,9266 0,0001 0,0001
D 0,5899 0,3616 0,0970 0,9298
EDxD 0,9191 0,4768 0,3044 0,1906

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo
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Tabela 16 - Concentracdo de proteinas solGveis (PS) e peroxidagdo lipidica (PL) de folhas jovens e adultas de

Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo de 2013

Estadio de

Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ)
Folhas Adultas (FA)

Data (D)
Junho (1D)

Setembro (2D)

EDxD
FIx 1D

FJx 2D
FAx 1D
FAx 2D
Valor de P
ED

D

EDxD

PS

(mg dm?)

161,63+89,50
130,76+77,07

182,90+95,74
109,49+34,19

205,37+£91,12
117,89+34,97
160,43+97,96
101,08+33,47

0,5500
0,1613
0,7848

PS
(mg g™)

157,89+50,09
133,54+79,69

186,23+86,60
105,20+36,31

204,16+84,44

111,61+41,37
168,29+99,13
98,78+31,94

0,6558
0,1450
0,8327

PL

(nmol TBARS cm?)

1,69+0,90
1,30+0,45

1,09+0,54
1,90+0,67

1,14+0,64
2,24+0,80
1,03+0,47
1,56+0,23

0,0621
0,0004
0,1789

PL

(nmol TBARS g?)

158,57+86,04
133,35+46,49

110,95+58,59
180,97+62,10

108,09+63,68
209,04+77,37
113,81+57,29
152,90+21,83

0,2349
0,0022
0,1476

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Tabela 17 - Concentracdo de proteinas solGveis (PS) e peroxidacdo lipidica (PL) de folhas jovens e adultas de
Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo de dois ciclo vegetativos (2011/2013)

Estadio de

Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ)
Folhas Adultas (FA)

Data (D)
junho (1D)

setembro (2D)

Ano (A)
2011 (1A)
2013(2A)
ED x D
FIx 1D
FJx 2D
FA x 1D
FA x 2D
ED x A
FJ x1A
FJx 2A
FA X 1A
FA x 2A
DxA
1D x 1A
1D x 2A
2D x 1A
2D x 2A
Valor de P
ED

D

A

EDx D
ED x A
DxA

PS
(mg dm’?)

136,46+51,45
128,72+43,58

145,73+57,12
119,45+81,06

118,98+53,61
146,19+43,19

152,14+96,13
120,78+79,85
139,32+69,15
118,11+74,16

111,28+69,55
161,63+89,50
126,68+40,22
130,76+77,07

108,56+68,76
182,90+95,74
129,40+53,46
109,49+34,19

0,8090
0,4134
0,3969
0,8741
0,4710
0,1449

PS
(mgg™)

146,26+76,91
136,33+97,18

150,33+63,24
132,26+58,23

136,88+53,29
145,71+51,61

149,45+64,69
143,07+46,71
151,21+52,23
121,46+78,34

134,63+53,48
157,89+45,09
139,13+54,68
133,54+69,69

114,43+68,16
186,22+56,60
159,32+59,27
105,20+36,31

0,7854
0,6204
0,8085
0,7484
0,6925
0,0881

PL

(nmol TBARS cm?)

3,01+1,77
1,43+0,49

2,17+1,78
2,27+1,23

2,96+1,74
1,49+0,73

2,99+1,19
3,04+1,30
1,36+0,57
1,51+0,23

4,34+1,40
1,69+0,90
1,57+0,50
1,30+0,45

3,27+1,92
1,09+0,54
2,65%1,54
1,90+0,67

0,0001
0,6382
0,0001
0,8203
0,0001
0,0010

PL

(nmol TBARS g?)

313,89+161,84
153,19+52,28

215,25+131,68
251,83+141,04

321,12+149,54
145,96+69,23

276,02+105,42
351,76+175,50
154,49+64,40
151,90+38,71

469,21+131,12
158,57+86,04
173,04+51,46
133,35+46,49

319,55+166,08
110,96+58,59
322,69+167,56
180,97+62,10

0,0001
0,0796
0,0001
0,0611
0,0001
0,1083

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo
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A medicdo da perda de eletrolitos € um método cléssico usado para estimar a
integridade das membranas em resposta a Vvarios stresses ambientais. Esta determinacédo
permitiu verificar uma maior percentagem de perda de eletrolitos das folhas jovens,
relativamente as folhas adultas na colheita de 2011 (Figura 37A). Contrariamente, em 2013
ndo se registaram diferencas significativas na perda de eletrolitos entre os dois estadios de
desenvolvimento (Figura 37B) Relativamente a interacdo estadio de desenvolvimento x data

observou-se uma maior perda de eletrdlitos em folhas adultas de setembro (Figura 37C).
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Figura 37 - Valores médios da perda de eletrélitos de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var.
purpurascens ao longo do ciclo vegetativo, Colheita de 2011 p=0,0017(A), Colheita de 2013 p=0,1691 (B) e
2011/2013 p=0,0179 (C). Os valores representam a média (n=8) +EP

A conjugacdo dos parametros nivel de peroxidacdo lipidica e perda de eletrélitos

levam a concluir que os danos membranares nas folhas jovens serdo superiores.
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Na Tabela 18 e Tabela 19 estdo apresentados os resultados da concentragdo de
acucares soltveis (AS), de amido (AM) e de hidratos de carbono ndo estruturais de 2011 e
2013, respetivamente.

Pela andlise da Tabela 18, pode-se verificar que as folhas jovens de salva rubra
apresentaram uma concentragdo mais elevada de AS, quando expressa quer por peso seco
quer por area, em 2011. Estes resultados vdo de encontro ao trabalho efetuado por Salgado et
al. (2005) em plantas de café, Coffea arabica L., mas sdo o oposto do verificado em Agave
tequilana por Arrizon et al. (2010). H& ainda a salientar uma maior razdo AS/AM em folhas
jovens, que se deve a sua menor concentra¢do de amido (Tabela 18).

Em ambos os anos em estudo, da primeira para a segunda colheita houve um
decréscimo significativo nas concentracfes de AS, de 22% em 2011 e 33% em 2013. Ja os
hidratos de carbono ndo-estruturais (HNE) diminuiram significativamente por area 21% em
2011, associado ao facto da condutancia estomatica também ter diminuido, o que podera estar
relacionado com uma diminuicdo do potencial hidrico do solo e uma diminuicdo na
intensidade da radiacdo solar. Estes resultados vém de encontro aos referidos nos estudos
efetuados em Artemisia, Tanacetum parthenium L., por Carvalho et al. (2006).

Ao analisar a interacdo ED x D presente na Tabela 18, é possivel referir uma
diminuicdo da concentragdo de AS (mg g™) nas folhas adultas, mas um aumento nas folhas
jovens entre junho e setembro de 2011. De igual modo, a concentracdo de AM diminuiu ao
longo das datas nas folhas adultas o que no global se repercute na razdo AS/AM que
aumentou.

Quanto ao ano de 2013 (Tabela 19), verificou-se um aumento da concentracdo de AM
entre junho e setembro, o que se refletiu numa menor razdo AS/AM em setembro,
provavelmente como forma de melhorar a capacidade de resisténcia ao stresse estival. Como a
natureza e a intensidade da resposta variam com a idade, grau de adaptacao e da atividade da
planta (Salgado et al., 2005), uma hipotese para explicar esse resultado esta relacionada com a
morfologia das folhas jovens, uma vez que estas sdo mais suscetiveis aos fatores externos,
devido a pouca lenhificacdo, processo que aumenta com a maturidade. O periodo que
antecede a maturacdo foliar € o mais vulneravel aos fatores bidticos e abioticos sendo,
provavelmente, necessaria a translocacdo de foto-assimilados para o metabolismo secundario
nessas folhas (Salgado et al., 2005). Com efeito, a acumulacdo de solutos como os aclcares
soltveis contribui para uma diminuicdo do potencial osmético das células, permitindo assim,

a manutencdo da absorcdo da agua e da turgescéncia celular em situagdes de stresse (Chaves
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et al., 2003), podendo estar relacionado com o0 aumento destes compostos em junho, més com
valores mais baixos de precipitacdo, comparativamente a setembro.
Tabela 18 - Concentracdo de aglcares sollveis (AS), amido (AM), hidratos de carbono néo estruturais (HNE) e

razdo AS/AM de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo
de 2011

AS AS AM AM AS/AM HNE HNE

(mg dm™) (mg g-) (mg dm™) (mg g*) (mg dm?) (mg g?)
Estadio de
Desenvolvimento (ED)
Folhas Jovens (FJ) 53,90£15,70 59,26+18,82 103,59+42,87 121,29+78,87 0,62+0,30 157,49+4559  180,55+92,63
Folhas Adultas (FA) 37,55+15,75 41,47+16,98 131,89+73,60 147,82+78,16 0,35+0,21 169,40+84,62  189,69+90,29
Data (D)
junho (1D) 51,45£18,15 50,97+9,06 130,87+£73,33  139,06+80,72 0,54+0,35 182,33+£75,64  190,03+70,76
setembro (2D) 40,00£15,42 49,76+26,99 104,57+43,98 130,05+78,40 0,43+0,20 144,57453,23  179,81+79,65
ED xD
FIx 1D 58,64+19,81 51,83+10,55 76,24+31,01 66,42+17,94 0,83+0,27 134,89+42,63  118,26+18,36
FJx 2D 49,16+9,36 66,69+22,84 130,95+35,58 176,16+78,29 0,41+0,14 180,10+38,33  242,85+65,82
FAXx 1D 44,26+1397 50,11+7,92 185,50+61,16  211,70+39,75 0,24+0,04 229,76+72,80 261,81+43,18
FAx 2D 30,84£15,17 32,83+19,62 78,19+35,89 83,93+46,71 0,46+0,26 109,03+41,44  116,76+58,57
Valor de P
ED 0,0047 0,0048 0,0711 0,1488 0,0009 0,5125 0,6879
D 0,0401 0,8364 0,0917 0,6177 0,1613 0,0445 0,6382
EDxD 0,7147 0,0100 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Tabela 19 - Concentracdo de agucares sollveis (AS), amido (AM), hidratos de carbono ndo estruturais (HNE) e
razdo AS/AM de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo do ciclo vegetativo
de 2013

AS AS AM AM AS/AM HNE HNE

(mg dm™) (mg g*) (mg dm™) (mg g*) (mg dm?) (mgg?)
Estadio de
Desenvolvimento(ED)
Folhas Jovens (FJ) 146,15+40,28  135,29+35,35 86,33+39,60 78,00+£36,90 5,50+4,82 232,33+67,34  213,29+43,78
Folhas Adultas (FA) 161,00+45,62 167,39+56,30  74,05+39,76 70,72+30,45 11,68+2,09 235,20+62,20 238,11+49,03
Data (D)
junho (1D) 183,78+£33,39  184,63+42,85 13,65+5,46 13,31+4,63 16,19+£7,91 197,43+34,55 197,94+42,59
setembro (2D) 123,37£27,67 118,06+27,74  146,74+57,47 135,41+38,71 0,99+0,53 270,11+66,31  253,46+34,52
ED xD
FIx 1D 176,72+25,85 164,22+23,52 17,80+3,16 16,52+2,92 10,20+2,24  194,52+27,05 180,73+24,27
FJx 2D 115,284+25,55 106,37+14,59 154,86+53,77 139,47+28,57 0,80+0,19 270,14+75,62  245,85+33,10
FAXx 1D 190,83+£40,08 205,04+49,28 9,49+3,88 10,10+3,72 22,1846,85 200,33+42,51 215,14+51,20
FAx 2D 131,464£28,96 129,74+33,53 138,65+63,53 131,35+48,55 1,18+0,69 270,08+60,86 261,08+36,39
Valor de P
ED 0,1737 0,0100 0,4122 0,4730 0,0001 0,8829 0,0718
D 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0008 0,0003
ED x D 0,9247 0,4587 0,7901 0,9324 0,0001 0,8807 0,4760

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo

Pela analise da Tabela 20, verificou-se um aumento significativo da razdo AS/AM nas
folhas adultas relativamente as folhas jovens, exatamente de 3 para 6. Em relacdo a data de
colheita ocorreu uma diminuicdo significativa da concentracdo de AS tanto por area (31%),
como por peso (29%) no més de setembro. Apesar do més de setembro ter uma precipitacéo
superior ao més de junho, o agosto foi um més muito seco, nesse sentido € plausivel que a
salva rubra possa durante o seu crescimento ter a sintese e 0 armazenamento dos hidratos de

carbono afetados pelo défice hidrico, bem como, utilizd-los em compostos osmoticamente
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ativos em resposta ao stresse hidrico. J& a concentragdo de amido aumentou
significativamente em setembro (74%). H& ainda a salientar uma maior concentracdo de AS,
HNE e razdo AS/AM em 2013 e de AM em 2011.

Quanto a interacdo estddio de desenvolvimento x data de colheita verificou-se um
aumento significativo, cerca de 3 vezes mais de amido nas folhas jovens em setembro, que se
refletiu numa menor razdo AS/AM. Na interagdo estédio de desenvolvimento x ano, registou-
se um aumento significativo (cerca de 2x superior) da concentracao de AS entre 2011 e 2013,
tanto nas folhas jovens como nas folhas adultas, que se veio a refletir no aumento da razédo
AS/AM.

Relativamente & data de colheita versus ano, observou-se um aumento significativo
(cerca de 3x superior) da concentracdo de AS em setembro. Também, a concentracdo de HNE
aumentou consideravelmente no segundo ano de estudo em ambas as datas de colheita. J& a
concentracdo de AM sofreu uma diminuicdo muito brusca em em junho de 2013, o que
conduziu a uma maior razdo AS/AM.

Tabela 20 - Concentracdo de aglcares sollveis (AS), amido (AM), hidratos de carbono ndo estruturais (HNE) e

razdo AS/AM de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo dos ciclos
vegetativos de 2011/2013

AS AS AM AM AS/AM HNE HNE
(mg dm™) (mg g™ (mg dm™®) (mg g™ (mg dm™) (mg g™)

Estadio de
Desenvolvimento(AD)
Folhas Jovens (FJ) 99,95+55,62 97,28+47,62 94,96163,60 99,64+65,04 3,06+1,01 194,91+68,15 196,92+73,18
Folhas Adultas (FA) 99,35+71,19 104,43+75,92 102,95+80,93 109,27+83,19 6,02+2,90 202,30+80,34 213,70+75,42
Data (D)
junho (1D) 117,61+72,23 117,80+74,41 72,26+58,50 76,19+45,11 8,36+3,67 189,88+58,35 193,99+63,64
setembro (2D) 81,69+47,74 83,91+43,91 125,65+54,71 132,73+60,88 0,71+0,48 207,34+86,98 216,64+82,92
Ano (A)
2011 (1A) 45,73+17,56 50,37+19,81 117,72+60,96 134,55+78,41 0,48+0,29 163,44+67,14 184,92+89,90
2013 (2A) 153,57+43,03 151,31+49,03 80,19+48,63 74,35+47,69 8,59+4,49 233,77+63,78 225,70+47,43
ED xD
FJ x 1D 117,68+64,90 108,02+60,64 47,02+26,93 41,47+28,60 5,52+2,07 164,71+46,24 149,50+38,38
FJ x 2D 82,22+38,88 86,53+27,62 145,90+45,74 157,82+60,00 0,60+0,25 225,12+74,27 244,35+69,27
FA X 1D 117,55+81,05 127,58+86,96 97,50+50,81 110,09+67,61 11,2145,26 215,05+59,56 238,47+51,71
FA x 2D 81,15+38,88 81,28+56,64 108,41+58,81 107,64+52,13 0,82+0,63 189,56+97,19 188,92+88,16
EDx A
FIx 1A 53,90+15,75 59,26+18,82 103,59+42,87 121,29+78,16 0,63+0,30 157,49+45,59 180,55+92,63
FJ x 2A 146,00+40,28 135,29+35,35 86,33+59,76 77,99+40,90 5,51+2,09 232,33+67,34 213,29+43,78
FA X 1A 37,55+15,70 41,47+16,98 131,85+73,60 147,82+68,87 0,36+0,21 169,40+84,62 189,29+89,90
FA X 2A 161,15+45,62 167,39+56,30 74,05+49,60 70,72+46,45 11,68+5,82 235,20+62,20 238,11+49,03
DxA
1D x 1A 51,45+18,15 50,97+17,30 130,87+73,33 139,06+70,72 0,54+0,35 182,33+75,64 190,03+80,76
1D x 2A 183,78+33,39 184,63+30,61 13,65+5,48 13,31+4,63 16,19+7,91 197,43+34,55 197,94+42,59
2D x 1A 40,00+15,42 49,76+18,93 104,57+43,98 130,05+68,40 0,43+0,20 144,57+53,23 179,81+100,60
2D x 2A 123,37+27,67 118,06+29,60 146,74+57,47 135,41+38,71 0,99+0,53 270,11+66,31 253,46+34,52
Valor de P
ED 0,9211 0,2756 0,4514 0,3510 0,0001 0,5776 0,1897
D 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,1908 0,0785
A 0,0001 0,0001 0,0008 0,0001 0,0001 0,0001 0,0021
ED xD 0,9388 0,0614 0,0002 0,0001 0,0001 0,0019 0,0001
ED x A 0,0117 0,0003 0,0596 0,1044 0,0001 0,7333 0,5271
DxA 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0119

Nota - Valores médios (n=8) + desvio padrdo
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A composicdo bioguimica de Salvia officinalis L. var. purpurascens é determinada
essencialmente por fatores genéticos, no entanto, existem outros fatores que conduzem a
alteracdes significativas na producdo dos metabolitos secundarios (Boszoérményi et al., 2009).

Os compostos fenolicos representam um grande grupo de moléculas que influenciam o
crescimento, desenvolvimento e as defesas da planta. Estas moléculas podem ser
sinalizadoras, repulsoras ou mesmo protetoras de insetos, fungos, bactérias ou virus
(Vermerris et al., 2006).

Os teores fendlicos totais, flavonoides, orto-difendis extraidos e atividade antioxidante

de Salvia officinalis L. var. purpurascens estdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 - Atividade antioxidante, orto-difenois, flavonoides, fendis totais de folhas jovens (frescas e secadas) e adultas (frescas e secadas) de Salvia officinalis L. var.

purpurascens ao longo dos ciclos vegetativos de 2011/2013

Data de

Ano Colheita 2011
Folhas adultas

Folhas jovens

Ano de Colheita 2013
Folhas adultas

Folhas jovens

. Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas Frescas Secadas
Colheita

Atividade Junho 11,25+3,84°  75,44+18,79°  10,68+0,56°  64,48+9,23°  24,48+3,03°  81,85+2,73"  27,37+2,70°  79,27+7,43°
antioxidante
(umol Trolox.g™ Setembro  17,86+1,21°  63,06+3,38° 40,7146,41°  73,00£3,35°  23,18+3,41°  65,65+6,93°  22,02+1,66°  62,26+10,03°
peso fresco)
Orto-difendis Junho 12,87+0,87%°  34,90+2,86° 12,72+40,47%  44,30+2,14¢ 19,78+3,62°  20,26+0,06° 12,72+1,83%  5552+1,78°
(mg écido galico.g™  setembro  1554+2,00°  4157+2.20  16,2642,90°  45,12+5 26° 19,92+41,31%  42,85+¢1,21°  14,11+0,63°  37,24+2,07°
peso fresco)
Flavonoides Junho 4,04+0,53" 11,20+0,48° 2,94+0,37®  13,90+2,38%  2,39+0,27®  16,01+0,52°  1,10+0,20°% 16,53+0,85°
(mg catequina.g™* Setembro  3,49+0,17%®  14,58+0,96" 5,61+0,81" 14,88+1,16°  10,99+0,74°  9,86+1,16° 2,580,382 9,59+0,35°
peso fresco)
Fendis Totais Junho 13,16+2,11°  11,45+2,91° 5,96+0,31° 12,94+152°  6,53+0,39° 14,94+0,54°  3,19+0,07° 13,87+0,77°
(mg &cido galico.g™  Setembro  6,51+0 65 12,38+0,59¢ 6,54+0,61" 13,07+1,79°  6,15+0,31%  9,26+0,48° 3,94+0,33 8,90+0,52°

peso fresco)

Nota - Valores com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes (p < 0.05) para cada pardmetro avaliado (teste Tukey)
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Resultados e Discussao

Os compostos fenolicos, avaliados sob a forma de fendis totais, orto-difendis e
flavonoides, tém, como ja foi descrito anteriormente, atividade antioxidante, pelo que estes
parametros foram avaliados a partir das amostras dos extratos.

Independentemente do ano e da data da colheita, relativamente as folhas jovens e
adultas, verificou-se um aumento significativo em todos os parametros quando estas foram
secadas. Estes resultados mostraram que a extracdo com folhas secadas é mais eficaz
comparativamente com extratos provenientes de folhas frescas (Tabela 21). Estes resultados
sdo semelhantes aos resultados publicados nos trabalhos efetuados por Tosun (2009) e seus
colaboradores e Esturk (2012) com outras espécies de Salvia. As concentracfes de orto-
difend6is em particular e a atividade antioxidante aumentaram, podendo prever-se alguma
correlacéo entre estes dois fatores.

A elevada atividade antioxidante das folhas secadas revelada por valores de pmol
Trolox.g™ peso fresco, em detrimento das folhas frescas, pode ser explicada pelo melhor
rendimento dos extratos, devido a reducdo da degradacdo enzimatica e a consequente
minimizacdo das perdas de principios ativos. O inicio da degradacdo dos metabolitos das
plantas comeca no momento da colheita e continua durante o tempo de armazenamento, que
ird contribuir para a variagdo da composicdo em principios ativos e da atividade antioxidante
da planta (Chan et al., 2009; Esturk, 2012).

Os valores dos flavonoides relativos aos extratos secados (com uma variagdo entre
9,59mg catequina.g” e 16,53mg catequina.g™ peso fresco) foram inferiores aos resultados
obtidos por Bahadori et al. (2015) que obtiveram 30mg catequina.g™ amostra em estudos
efetuados em Salvia urmiensis Bunge e 25mg catequina.g” amostra em Salvia hydrangea,
resultados também superiores apresentaram Alimpi¢ et al. (2014) 33,69mg catequina.g™
amostra de flavonoides para Salvia amplexicaulis.

O teor de agua é um dos fatores criticos quando o processamento inclui a secagem de
varias plantas aromaticas (Soysal et al., 1999; Mdller et al., 2006), incluindo Salvia (Kouhila
et al., 2001). Estes investigadores salientaram o facto do teor de humidade inicial poder
influenciar a taxa de secagem. Este facto pode resultar na necessidade da utilizagdo de mais
tempo/temperatura para alcancar as condigdes Otimas de secagem, em relacdo ao
armazenamento e processamento adicional, para que dai ndo resulte uma perda de qualidade
do produto (Diaz-Maroto et al., 2003; Tanko et al., 2005; Esturk, 2012). Outro parametro

importante relativo a secagem de Salvia € a area foliar. Uma maior area foliar permite uma
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superficie maior de perda de &gua, que por sua vez favorece uma secagem rapida (Tanko et
al., 2005).

A secagem das plantas aromaticas e medicinais visa impedir as reacdes de hidrolise e
0 crescimento de microrganismos, minimizando assim a sua deterioracdo em decorréncia da
reducdo da atividade enzimatica, permitindo a conservagdo das plantas por um maior periodo
de tempo para a sua posterior comercializacdo e uso (Who, 2003; Costa et al., 2005).

Segundo WHO, (2003), a Organizacdo Mundial de Saude recomenda que as plantas
medicinais sejam secas a temperaturas inferiores a 60°C evitando perda de material volatil e
degradacdo de principios ativos. A amostra secada utilizada neste trabalho foi desidratada em
ambiente seco ao abrigo da luz a 40°C, o ambiente de desidratacdo do material vegetal
ocorreu pela reducdo da humidade do ar, sem grandes elevacGes de temperatura, preservando
desta forma, as caracteristicas originais da planta, uma vez que varios trabalhos indicam que a
temperatura que menos danos provoca no material vegetal é a de 40°C (Who, 2003; Costa et
al., 2005; Blank et al., 2007; Negri et al., 2009).

Ainda que pela andlise da Tabela 21 ndo seja possivel verificar diferencas
significativas entre as amostras recolhidas nos dois anos em estudo, os resultados da atividade
antioxidante entre os meses de junho e setembro apresentaram algumas diferencgas. No que se
refere a0 més de junho, todas as amostras de folhas frescas, independentemente de serem
jovens ou adultas tém similaridade entre si. Do mesmo modo, e para 0 mesmo més, as
amostras de folhas secadas agrupam-se, independentemente do seu estddio de
desenvolvimento. Para 0 mesmo parametro avaliado, atividade antioxidante, e para 0 més de
setembro, ainda que seja visivel a mesma tendéncia indicada para 0 més de junho, os extratos
obtidos de folhas adultas frescas, em 2011, ndo agrupam com as restantes amostras de folhas
frescas, tendo apresentado um valor de atividade antioxidante ligeiramente superior.

Os parametros da atividade antioxidante e orto-difendis da colheita de 2013 tiveram
uma tendéncia de aumento relativamente a colheita de 2011 sendo esse aumento maior nas
folhas frescas, o que podera relacionar-se com 0 verdo quente e seco ocorrido nesse ano
(Figura 22) razdo apresentada também por Gobbo-Neto et al. (2007) nos seus trabalhos.
Quando se avaliam os valores registados para o parametro orto-difendis verificou-se uma
dispersdo muito grande dos resultados obtidos para 0 més de junho, ndo sendo possivel
encontrar similaridades nos anos de colheita, nem em nenhuma das variaveis analisadas. As
amostras secadas, ainda que tenham originado valores mais elevados, ndo sdo todas

semelhantes entre si. Se compararmos a atividade antioxidante registada, com as
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concentragOes de orto-difendis das amostras, pode-se registar o facto de que a maior atividade
antioxidante esta claramente associada aos maiores valores de orto-difen6is medidos nos
extratos obtidos de folhas secadas. Esta tendéncia era a esperada ja que varios estudos
referenciam os orto-difendis (Cioffi et al.,, 2002) como sendo um dos compostos
maioritariamente responsavel por esta atividade (Generalic et al., 2012; Bahadori et al.,
2015).

Comparando a atividade antioxidante das folhas jovens fresca de junho de 2011 que
apresentaram valores de 11,3umol Trolox.g™ amostra e as folhas jovens fresca da mesma data
de colheita do ano de 2013 apresentaram valores de 24,5umol Trolox.g™ amostra; as folhas
jovens frescas de setembro de 2011 apresentaram valores de 17,9umol Trolox.g™ amostra e as
folhas jovens frescas da mesma data de colheita do ano de 2013 apresentaram valores de
23,18umol Trolox.g™* amostra que podera estar relacionado com o aumento dos orto-difendis,
ja que o teor em fendis totais nas folhas frescas jovens teve uma diminui¢do e as folhas
adultas frescas ndo sofreram qualquer variagao.

Os valores de flavonoides obtidos, a semelhanca dos resultados obtidos para os orto-
difendis, também revelaram alguma dispersdo e dissimilaridade entre amostras, que nao
puderam ser correlacionados com o ano da colheita, com 0 més ou com o estaddio de
desenvolvimento das folhas. As amostras de junho revelaram uma elevada variagéo, sendo
que a Unica tendéncia a manter-se foi que as amostras secadas apresentaram valores mais
elevados. Nas amostras de setembro, esta tendéncia manteve-se. H4 4 agrupamentos com
diferencas significativas entre si, sendo que, mais uma vez as amostras de folhas secadas
apresentaram valores mais elevados deste parametro. Para os flavonoides, foi
significativamente diferente 0 ano da colheita para as folhas secadas (independentemente de
seres jovens ou adultas), tendo-se obtido valores mais elevados no ano de 2011. Estas
diferencas ndo se refletiram na atividade antioxidante registada, porque, como ja referimos
anteriormente, ndo se detetaram diferengas entre anos na atividade antioxidante. No entanto
houve um aumento dos flavonoides folhas jovens frescas de 2013 da primeira colheita junho
para setembro, mas esse aumento foi inferior aos resultados obtidos por Almeida et al. (2014)
em Salvia officinalis.

O paréametro avaliado fenois totais particularmente no que se refere as amostras do
més de junho, provenientes de folhas frescas tém similaridades entre si, e registam valores
mais baixos, comparativamente com as amostras provenientes de folhas secadas. A amostra

de folhas jovens frescas de 2011 apresentou mais similaridades com as restantes amostras de
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folhas secadas. Os resultados obtidos no més de setembro mostraram elevada dispersibilidade.
Manteve-se a tendéncia ja referida para os flavonoides: nas amostras de setembro, as secadas
de 2013 apresentaram valores mais baixos do que as amostras de folhas secadas de 2011 (que
revelaram os maiores teores entre todos os parametros). A atividade antioxidante ndo parece
estar relacionada com este fator, pois ao contrario do verificado para os fendis totais com
valores mais elevados em 2011, a atividade antioxidante foi superior em 2013.

Os extratos das folhas frescas selecionadas para este estudo apresentaram um teor de
fendis totais baixo com uma variacdo de 6,5mg acido galico g™ peso fresco e 13,2mg acido
galicog™ de peso fresco na colheita de 2011, 3,2mg &cido gélico g™ de peso fresco e 6,5mg
4cido galico g™ de peso fresco na colheita de 2013. Estes resultados s&o semelhantes aos
descritos por Wojdylo et al. (2007) e Roby et al. (2013), em Salvia officinalis L., sendo no
entanto mais baixos do que os apresentados nos estudos efetuados por Almeida et al., (2014),
com Salvia officinalis L. e por Dudonné e seus colaboradores (2009), em Salvia sclarea que
obtiveram 50,1mg GAE.g* e 17,56mg GAE.g™ ambas por peso fresco, respetivamente, tal
como em estudos realizados por Tosun et al. (2009), efetuados com 8 espécies de Salvia em
que o contetido fenélico total variou entre (50,3mg GAE.g™ e 101,2mg GAE.g™), em estudos
efetuados por Bahadori et al. (2015) em duas espécies de Salvia (Salvia urmiensis Bunge e
Salvia hydrangea) e trabalhos realizados por Stagos et al. (2012), em diferentes espécies da
familia das Lamiaceae. J& a concentracdo de fendis totais das folhas secadas de ambas as
colheitas do presente estudo, foram inferiores aos resultados obtidos em S. verticillata 50,3mg
GAE.g" e Salvia nemorosa 63,9mg GAE.g™ peso fresco por Tosun et al. (2009).

Relativamente a atividade antioxidante das folhas jovens secadas, estas tiveram um
decréscimo de junho para setembro, uma vez que o ABTS determina a atividade de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica, sendo que esta discrepancia podera ser inerente
as caracteristicas e ao mecanismo de acdo do(s) composto(s) bioativo(s). A atividade
antioxidante dos extratos de Salvia officinalis L. var. purpurascens pertencente a familia
Lamiaceae, familia esta a que se atribuiu principalmente a presenca de compostos fendlicos,
volateis e ndo volateis, como os flavonoides, os acidos fenolicos e os diterpenos fendlicos
(Shan et al., 2005; Grzegorczyk et al., 2007; Shan et al., 2007; Roby et al., 2013) e sendo que
a maior parte desta atividade é atribuida aos compostos hidrofobicos (Roby et al., 2013;
Martins et al., 2015) sendo estes bastante instaveis e facilmente degradaveis, podera ser uma

das causas da diminuicdo da atividade antioxidante neste periodo.
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A idade e o estadio de desenvolvimento da planta podem influenciar ndo apenas a
quantidade total de metabolitos secundarios produzidos, mas a proporcdo relativa destes
compostos (Salgado et al., 2005; Gobbo-Neto et al., 2007). Tecidos mais jovens geralmente
apresentam grande atividade biossintética, aumentando a producdo de varios metabolitos
secundarios (Salgado et al., 2005), tal como se verificou nesta espécie onde as folhas mais
jovens das duas colheitas apresentaram teores de metabolitos significativamente superiores as
folhas adultas. Na colheita de 2013 a diminui¢cdo dos teores das folhas jovens para as folhas
adultas foi de 36% nos orto-difendis, 54% nos flavonoides e 51% nos fenois totais de junho.
J& nos extratos de setembro a descida foi mais acentuada 29%, 77% e 36% nos orto-difenois,
flavonoides e fenois totais, respetivamente.

Como a natureza e a intensidade da resposta variam com a idade, grau de adaptacédo e
da atividade da planta, uma hipotese para explicar este aumento na folhas mais jovens podera
estar relacionado com a morfologia das folhas jovens, uma vez que as mesmas Sd0 mais
suscetiveis aos fatores externos, devido a pouca lenhificagdo, processo que aumenta com a
maturidade, bem como devido a sua localizacdo nas extremidades das plantas. O periodo que
antecede a maturacdo foliar € o mais vulneravel aos fatores bidticos e abidticos sendo,
provavelmente, necessaria a translocacdo de fotoassimilados para o metabolismo secundario
nessas folhas (Castro-Diez et al., 2000; Salgado et al., 2005; Gobbo-Neto et al., 2007;
Pellegrini et al., 2015).

Os resultados encontrados no presente trabalho, relativamente a atividade antioxidante
das folhas fresca foram superiores aos valores obtidos por estudos efetuados por Dudonné et
al. (2009), em Salvia sclarea. No entanto, comparando com o trabalho efetuado por Almeida
et al. (2014) em Salvia officinalis L. obtiveram-se valores mais baixo da atividade
antioxidante. Na colheita de 2013 ocorreu um aumento em relacdo a 2011, valores estes
superiores aos obtidos por Bahadori et al. (2015) em estudos efetuados em Salvia urmiensis
Bunge e Salvia hydrangea. Ja Stagos et al. (2012), em estudos efetuados em espécies da
familia das Lamiaceae, Miliauskas et al. (2004) e Mariutti et al. (2008) em trabalhos
realizados com espécies aromaticas, nomeadamente Salvia officinalis, obtiveram uma elevada
capacidade antiradicalar, superiores a este estudo.

Apesar de ndo ser possivel inferir com precisdo quais s80 0S COmpostos responsaveis
pela acdo antioxidante obtida, os orto-difenois e os flavonoides devem ser parcialmente
responsaveis por esta atividade. Esta inferéncia resulta da consulta as referéncias

bibliograficas que consolidam as diferentes atividades exibidas por esta classe de metabolitos
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secundarios, os quais sdo descritos preponderantemente como potentes antioxidantes (Cioffi
et al., 2002; Generali¢ et al., 2012; Bahadori et al., 2015).

E, no entanto, dificil haver uma concordancia relativamente aos resultados na
literatura sobre a atividade antioxidante, pois existem uma panoplia de fatores a intervir neste
pardmetro tais como: fatores genéticos, de cultivo, climéticos, os diferentes métodos de
extracdo e analise, entre outros.

Tentando extrapolar a relacdo que existe entre o conteddo em fendis totais,
flavonoides e orto-difendis e a atividade antioxidante é possivel verificar de acordo com a
Figura 38, que houve uma correlacdo significativa entre estes parametros.

Verificou-se que a medida que as concentracdes de fendis totais, orto-difendis e
flavonoides aumentam, ha como resposta um acréscimo da atividade antioxidante sendo que
os coeficientes de determinacdo encontrados entre estas variaveis foram, de R?=0,9531,
R?=0,9736 e R?=0,9522 respetivamente. Verificou-se uma maior correlagio entre o teor dos
orto-difendis e a atividade antioxidante comparativamente aos valores dos fendis totais e
flavonoides, sugerindo que os orto-difendis tém uma contribuicdo maior para a capacidade
antioxidante da Salvia officinalis L. var. purpurascens.

A resposta positiva indicativa que os fendis totais contribuem para a atividade
antioxidante observada através das andlises efetuadas, esta de acordo com trabalhos realizados
por Tosun e seus colaboradores (2009), e Dudonné et al. (2009) com espécies de Salvia, onde
verificaram uma correlacdo linear positiva entre os fendis totais e a atividade antioxidante.

Estes resultados indicam uma tendéncia de relacdo entre a concentracdo dos
metabolitos secundarios dos extratos da planta em estudo e a capacidade de eliminacdo de

radicais livres dos mesmos.
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Figura 38 - (A) Correlacdo entre a composicdo fendlica e atividade antioxidante; (B) Correlacdo entre a
composicdo de orto-difendis e atividade antioxidante; (C) Correlacdo entre a composicdo em flavonoides e
atividade antioxidante de folhas jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens ao longo dos anos em
estudo

1.5 Analise de Componentes Principais (PCA)

Assim de forma a compilar toda a informacdo obtida na avaliacdo do teor em
compostos fendlicos (fendis totais, flavonoides e orto-difendis) e atividade antioxidante
registada nas 16 amostras de folhas de Salvia officinalis L. var. purpurascens, foi aplicada
uma anéalise de componentes principais aos dados obtidos. Com a aplicacdo desta técnica a
totalidade das amostras analisadas com o uso de apenas duas componentes principais, foi
possivel explicar 98,7% da variancia observada (95,4% na primeira dimensdo e 3,3% nha
segunda dimens&o).

Tabela 22 - Pesos das distintas variaveis para a ponderacdo dos componentes principais PC1 e PC2 de folhas
jovens e adultas de Salvia officinalis L. var. purpurascens

2011/2013 2011 2013
Variaveis: PC1(954 %) PC2(3,3%) PC1(97,9%) PC2(1,1%) PC1(933%) PC2 (6,2 %)
Ativ.Antioxidante _ 0,50548 -0,14865 0,49726 0,75688 0,51397 -0,10386
Fendis Totais 0,50341 -0,39675 0,50004 0,14226 0,50796 -0,37802
Flavonoides 0,50497 -0,28346 0,50037 -0,51080 0,50920 -0,31243
Orto-difendis 0,48587 0,86032 0,50232 -0,38206 0,46747 0,86528
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A primeira informagao que se observou é a existéncia de uma clara diferenciagdo entre
folhas frescas e as folhas secadas (Figura 39 A) as quais se encontram agrupadas em dois
conjuntos bem distintos, sendo o primeiro conjunto constituido por todas as amostras de
folhas frescas e 0 segundo por todas as amostras de folhas secadas, distinguidas pelo PC1.

A primeira componente, 95,4%, pode ser interpretada como um contraste, de um lado
as folhas frescas com pesos negativos por outro as folhas secadas com peso positivo. Pela
Tabela 21 e Tabela 22, confirmam-se os resultados da PCA pois observou-se uma menor
concentracdo de componentes fenolicos nas folhas frescas quando comparadas com as
amostras das folhas secadas.

Para as amostras de folhas secadas jovens, verificou-se que que todas elas estdo muito
préximas entre si. JA para as amostras de folhas secadas adultas verifica-se uma maior
variacdo relativamente a PC1. Apenas as amostras de folhas secadas adultas junho e setembro
de 2013, (Figura 39 C), apresentam uma maior proximidade entre si, no que diz respeito a
este componente.

Quanto aos anos de colheita 2011 e 2013 os dados para o extrato de Salvia officinalis
L. var. purpurascens correspondem a 99,0% da variancia total acumulada (97,9% na primeira
dimensdo e 1,1% na segunda dimensdo) e 99,5% da variancia total acumulada (93,3% na
primeira dimens&o e 6,2% na segunda dimens&o), respetivamente. Tal como para as amostras
totais, também existem dois grupos bastante distintos nestes dois anos de colheita, sendo que
as folhas frescas correlacionam-se negativamente com o PC1, revelando que o fator
responsavel pela variabilidade sdo os teores em orto-difenais.

Consultando a Tabela 22 confirma-se que as folhas frescas tém concentrac6es de orto-
difendis significativamente mais baixos que as folhas secadas. No ano de colheita de 2011 as
amostras de folhas secadas de junho afastam-se positivamente das restantes amostras de
folhas secadas, segundo a componente PC2 aparentando valores mais altos que podera estar

relacionado com os orto-difendis.
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O dendograma da Figura 40 corrobora os resultados previamente discutidos na Figura
39, onde fica claro o agrupamento existente entre os conjuntos formados pelas amostras de
folhas frescas e as amostras de folhas secadas. Os dados mostram uma clara relacéo entre as
amostras de cada tipo, ou seja, estas encontram-se em ramos distintos na arvore hierarquica,
sendo a distancia euclidiana méaxima entre estes dois grupos. Verificou-se que as amostras de
folhas frescas sdo mais proximas entre si, tal como havia sido observado na analise por
componentes principais com uma distancia euclidiana inferior a 0,25 relativamente aos
parametros em estudo, comparando com as amostras de folhas secadas em que a distancia
Euclidiana apresentou-se superior a 0,25 na maior parte das amostras.

No que respeita as amostras frescas, a amostra de folhas jovens de junho de 2011 é a
gue se apresenta menos similar em relacdo ao conjunto. Aparentamente a maior concentracao
em fenois totais registada neste momento de colheita pode ter contribuido para esta
discriminacdo. Quanto as folhas secadas, a amostra de folhas jovens colhida em junho de
2013, tem menos similaridade com as restantes, particularmente com as amostras de folhas
secadas de 2013. A anélise da Tabela 21 mostra que para os orto-difendis, nesta data em

particular, os valores medidos foram anormalmente baixos, comparativamente com os obtidos

para as restantes amostras secas.
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Figura 40 - Dendograma obtido através de analise de “Clusters”, recorrendo as quantificacdes de fendis totais
presentes em todas as amostras do extrato de Salvia officinalis L. var. purpurascens
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111.6 Estudos da Atividade Antimicrobiana

Neste trabalho, procedeu-se a avaliacdo da bioatividade de extratos etandlicos de
folhas de Salvia officinalis L. var. purpurascens, usando como metodologia a medicdo do
halo de inibicdo de crescimento em meio agarizado, sobre microrganismos patogénicos,
oportunistas e ndo patogénicos, causadores de infecdes de origem hospitalar e alimentar.
Testou-se a acdo dos extratos sobre bactérias, seres procariontes, mais simples, e sobre
leveduras, seres eucariontes, pertencentes ao Reino Fungi, mas com crescimento unicelular.

A medicdo dos halos de inibigdo de crescimento foi efetuada, em todos os ensaios,
apos 48h de incubacdo, pois em nenhuma das experiéncias se obteve crescimento visivel no
final das primeiras 24h. A apresentacdo dos resultados é dada nas Tabela 23 e Tabela 24
(Tabela 23 para os EHE, e Tabela 24 para os EE). Na Tabela 24 apresentam-se ainda 0s
resultados obtidos quando se testou o efeito potenciador do extrato EHE associado ao
Fluconazole (meio MHFII), antifingico de uso rotineiro em patologias provocadas por
leveduras do género Candida.

As medidas apresentadas resultam do calculo da média aritmética de dois ensaios com
3 réplicas cada um, para cada um dos extratos, sendo que os extratos per si sdo eles proprios
uma réplica, conforme explicado no ponto 11.4.5.6.1. Os resultados qualitativos expressos
como presenca/auséncia de halo de inibigdo, foram convertidos numa escala semiquantitativa
de acordo com Martins et al. (2015), com ligeiras alteracdes conforme indicado a seguir: (-)
auséncia de halo (0,0mm); (+) halo fraco - 1,5 - 7,0mm; (++) halo moderado - 8,0 - 10,0mm;
(+++); halo forte - superior a 11,0mm.

N&o foi verificada qualquer inibicdo sobre o crescimento da espécie Candida albicans
guando os extratos foram testados no meio MHII. Alguma inibi¢éo sobre o crescimento desta
espécie foi obtida apenas quando se associou a acdo dos extratos com fluconazole (meio
MHFII).

Os resultados mais promissores foram obtidos com a espéecie C. parapsilosis, onde,
com excecao dos extratos relativos a colheita de junho de folhas adultas frescas e setembro de
folhas jovens frescas obtiveram-se halos de inibic&o.

Considerando a classificacdo normalizada para este tipo de ensaios (NCCLS, 2004a)
todas as espécies de Candida se revelaram resistentes, uma vez que o0 halo de inibigédo
apresentado deveria exceder os 14mm para que a classificacdo se modificasse para suscetivel

dose dependente ou suscetivel.
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O crescimento dos isolados de C. oleophila foi parcialmente inibido pelos extratos
resultantes das colheitas de junho, mas em ambos 0s ensaios reportados, apenas quando se
utilizaram extratos de folhas frescas, quer jovens quer adultas.

O efeito dos extratos EHE sobre os isolados de bactérias testados foram igualmente
baixos. Apenas se obteve algum efeito inibitorio no crescimento da espécie de S. aureus, ndo
tendo sido registada qualquer inibigdo sobre as espécies de E. coli e de L. monocytogenes.

Para S. aureus, foram os extratos de folhas frescas adultas que ndo tiveram efeito.
Comparando este resultado com a avaliacdo do teor em compostos fenolicos, discutido no
capitulo anterior pode estimar-se que o0 menor teor destes compostos registados estd

relacionado com a menor atividade inibitoria registada.
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Tabela 23 - Resultados da inibi¢do no crescimento das leveduras: Candida parapsilosis, Candida oleophila, Candida albicans e das bactérias: Staphylococcus aureus,
Candida oleophila, Listeria monocytogenes, na presenga dos EHE (Extratos hidroalcodlicos) de folhas jovens frescas e secas e de folhas adultas frescas e secas ambas de

junho e setembro de Salvia officinalis L. var. purpurascens em meio MHII (Meio de Mueller Hinton I1) e MHFII (Meio de Mueller Hinton I com fluconazole)

Colheita de junho Colheita de setembro
MEIOS Folhas jovens Folhas adultas Folhas jovens Folhas adultas
Microrganismo Frescas Secas Frescas Secas Frescas Secas Frescas Secas
Candida parapsilosis + ++ - + - + + +
MHII Candida oleophila ++ - ++ - - - - -
Candida albicans - - - - - - - -
Candida parapsilosis +++ ++4+ +++ +++ 4+ +++ +++ +++
MHFII Candida oleophila + +++ ++ +++ +++ +++ +4++ +++
Candida albicans +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Staphylococcus aureus + + - + + + B +
MHII Escherichia coli - - - - - - - -

Listeria monocytogenes - - - - - - -

Nota: (-) Auséncia de halos, 0,0mm; (+) halos fracos, 1,5-7,0mm; (++) halo moderado, 8,0-10,0mm; (+++) halo forte, >11,0mm (adaptado de Martins et al., 2015)

Tabela 24 - Resultados da inibi¢do no crescimento das leveduras: Candida parapsilosis, Candida oleophila, Candida albicans e das bactérias: Staphylococcus aureus,
Candida oleophila, Listeria monocytogenes, na presenca dos EE (Extratos alco6licos) de folhas jovens frescas e secas e de folhas adultas frescas e secas ambas de junho e
setembro de Salvia officinalis L. var. purpurascens em meio MHII (Meio de Mueller Hinton I1) e MHFII (Meio de Mueller Hinton Il com fluconazole)

Microrganismo Folhas jovens Folhas adultas

Candida parapsilosis + ++

MHII Candida oleophila - -
Candida albicans - -
Candida parapsilosis +++ +++

MHFII Candida oleophila +++ +++
Candida albicans +++ ++
Staphylococcus aureus - -

MHII Escherichia coli - -

Listeria monocytogenes - -
Nota: (-) Auséncia de halos, 0,0mm; (+) halos fracos, 1,5-7,0mm; (++) halo moderado, 8,0-10,0mm; (+++) halo forte, >11,0mm (adaptado de Martins et al., 2015)
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A andlise da Tabela 23 permitiu verificar que os extratos EHE apresentam uma
atividade antimicrobiana bastante modesta, o que se confirma pelas fotografias do

crescimento apresentadas na Figura 41.

Figura 41 - Crescimento de leveduras da espécie: (1) Candida parapsilosis; (1)) Candida oléophila; (1) Candida
albicans em agar Sabourad dextrose e discos embebidos em extratos de Salvia officinalis L. var. purpurascens

Quando se testou o efeito potenciador do EHE o suplementado meio com fluconazole
(MHIIF) os resultados revelaram-se bastante mais promissores (Tabela 23, Tabela 24 e Figura
42). Obtiveram-se halos de inibicdo de crescimento superiores a 25mm em todas as amostras,
com excecdo do isolado de C. oleophila para as amostras de junho de folhas jovens frescas
(menor inibicdo) e adultas frescas, e ainda para o isolado de C. oleophila, no mesmo periodo
de colheita, mas apenas para folhas frescas, quer as jovens, quer as adultas.

Na Figura 42 ¢é notorio o efeito potenciador dos extratos sobre a a¢do do fluconazole.
Quando se utiliza fluconazole isoladamente contra C. albicans e C. parapsilosis os valores
estdo de acordo com o que estéa protocolado.
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Figura 42 - Crescimento de leveduras das espécies Candida albicans (1) e Candida parapsilosis, (I1) em agar
Sabourad dextrose com fluconazole; Candida albicans (I1I) e Candida parapsilosis, (IV) em agar Sabourad
dextrose sem fluconazole e discos embebidos em extratos de Salvia officinalis L. var. purpurascens

Na literatura disponivel, a atividade antimicrobiana do género Salvia esta ja descrita,
mas tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo esta publicada bibliografia referente a esta
variedade, Salvia officinalis L. var. purpurascens. Os resultados obtidos neste estudo sdo
corroborados por outros trabalhos ja publicados que testaram a atividade antimicrobiana para
extratos de plantas do mesmo género Salvia apesar de existir uma grande controvérsia
relativamente aos resultados dessa mesma atividade antimicrobiana (Nascimento et al., 2000;
Velic¢kovi¢ et al, 2003; Abu-Shanab et al., 2004; Hassawi et al., 2006; Velickovi¢ et al, 2011;
Garcia et al., 2012; Stagos et al., 2012; Mosafa et al., 2014; Martins et al., 2015).

De acordo com o referido nos resultados, no que respeita aos extratos EHE sem
suplemento de fluconazole, ndo houve inibicdo de crescimento para C. albicans, E. coli e L.
monocytogenes enquanto relativamente ao Staphyloccocus aureus, ja se notou alguma
suscetibilidade.
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Estes resultados séo concordantes com o trabalho efetuado por Garcia e colaboradores
(2012), que avaliaram a acdo antimicrobiana pelo ensaio de difusdo em agar com discos, e
concluiram que os extratos hidroalcodlicos de Salvia officinalis L. ndo apresentaram eficacia
contra Candida albicans mas promoveram inibicdo do crescimento sobre a bactéria
Staphylococcus aureus. Esta acdo foi atribuida a composicdo dos extratos em flavonoides,
particularmente as isoflavonas, flavanonas e flavonas, cuja atividade promove a
permeabilizacdo da membrana celular, com consequente libertagdo do conteudo celular
seguida de morte (Porte e Godoy, 2001; Celikel e Kavas, 2008; Garcia et al., 2012). E ainda
importante realcar que a concentragdo final de extrato usada no trabalho de Garcia e colegas
(2012) (30uL) foi duplicada relativamente a que se testou no nosso trabalho (15uL), e a
obtencdo do extrato foi por nds efetuada com percentagem superior de solvente (etanol). Estes
dois factos potenciaram a concentracdo de bioativos nos extratos testados, o que podera ter
contribuido para a diferenca da intensidade da inibicdo que foi publicada. No nosso trabalho
tivemos a formacéo de halos fracos, enquanto no trabalho acima indicado, houve formacao de
halos fortes.

Abu-Shanab e colegas (2004), utilizando extratos etanolicos 80% (v/v), extratos
metandlicos 80% (v/v) e decocgdo de partes vegetais de S. officinalis L., bem como a equipa
de Stagos et al. (2012), com extratos metanolicos e aquosos de Salvia officinalis L.
reportaram igualmente atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Neste trabalho
Abu-Shanab e seus colegas (2004), testaram a atividade antimicrobiana de extratos de etanol
80% (v/v) cujas concentrag®es variaram entre 6,25-0,781mg mL™, extratos metanélicos 80%
(v/v) e decocacdo de Salvia officinalis L.. Concluiram que os extratos etandlico e metanolico
possuem um efeito superior em S. aureus relativamente as restantes extracdes. A
Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) variou entre 0,78 a 3,125mg mL™. J& Stagos e seus
colaboradores (2012) testaram extratos aquosos de varias espécies do género Salvia, tendo S.
officinalis sido a que mostrou maior atividade com valor de MIC de apenas 2,5mg mL™.

A atividade antimicrobiana da familia Lamiaceae depende da espécie, podendo estar
correlacionada com o teor total de polifendis ou com a variedade/tipo de polifendis presentes
em cada extrato, o que acontece também com outras familias de plantas (Stagos et al., 2012).
Os mesmos autores sublinham ainda que o uso de solventes aquosos, etanolicos ou
metanolicos, ndo interferiu na constituicdo polifendlica dos extratos testados, ainda que haja
trabalhos que apresentam resultados que contradizem esta conclusdo como os efetuados por

Abu-Shanab et al., (2004), que concluiram que o efeito dos extratos etandlicos e metanolicos
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s80 mais intensos em oposi¢cao aos aquosos, pois estes solventes sdo mais eficazes na remogéo
da fragdo com suposta atividade antimicrobiana.

A suscetibilidade que alguns microrganismos apresentam a estes extratos com elevada
composicao fenolica podera, segundo Abu-Shanab e seus colegas (2004), estar relacionada
com a permeabilidade da parede celular ou pela presenca de um mecanismo de acumulacdo de
polifendis pela membrana celular, que alguns microrganismos de gram-negativo apresentam
como por exemplo E. coli. Estes autores, Abu-Shanab et al., (2004) e Stagos et al. (2012),
sugeriram que as bactérias de gram-positivo pareciam ser mais sensiveis do que as de gram-
negativo aos extratos em estudo, afirmacdo que vem de encontro ao observado no nosso
trabalho. Uma das explicacdes podera ser atribuida a diferenca de atuacdo dos poli fendis na
membrana celular destas bactérias uma vez que a estrutura membranar é diferente como ja foi
referenciado anteriormente. Shan et al. (2007) apresentaram também estudos que corroboram
estes dados.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana através do método de difusdo em agar com
extratos hidroetanolicos a 50% com amostras finais de 50uL, Nascimento e seus
colaboradores (2000), obtiveram uma fraca atividade antifungica e antibacteriana, a qual
associaram a presenca de fitoquimicos como o eugenol, com elevada atividade
antimicrobiana. Verificaram no entanto que, quando este esta presente em associacdo com o
acido cindmico perde essa atividade. Acrescentaram ainda que por outro lado, o &cido
benzoico apresenta uma fraca atividade contra S. aureus ao contrario de outras bactérias.

Trabalhos efetuados por Garcia et al. (2012), com extratos secos hidroalcodlicos de
Salvia officinalis L. pelos métodos de difusdo em agar, tanto em discos como em pocos,
obtiveram uma fraca atividade antimicrobiana contra S. aureus e resultados nulos para a
Candida albicans, tal como neste trabalho. Estes resultados foram mais uma vez explicados
pela presenca de fendis totais nos extratos obtidos, particularmente o grupo dos flavonoides
que tém a capacidade de atuar sobre a membrana celular das bactérias gram-positivo,
alterando a permeabilidade dos canais de calcio, aumentando-a, pondo em causa a viabilidade
destas células. Ja relativamente a espécie C. albicans os mesmos autores justificam os seus
resultados associando-os aos fatores de viruléncia desta espécie, que lhe confere grande
capacidade de promover o aparecimento de diversas patologias. Os fatores apontados sao
normalmente a grande capacidade de aderéncia aos substratos bioldgicos e a formacéo de
tubos de germinacéo, a grande variabilidade fenotipica e genotipica bem como a producao de

enzimas hidroliticas extracelulares.
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Com resultados opostos aos referidos no paragrafo anterior, o trabalho de Carvalho et
al. (2005), mostrou que obtiveram atividade antimicrobiana contra a bactéria Escherichia coli
promovida por extratos etandlicos 50%, de concentracdo 4g mL™, avaliado pelo teste de
diluicdo, através da técnica de tubos mdltiplos, de S. officinalis L.. Os resultados obtidos
nestes ensaios com leveduras revelaram-se, como ja foi referido, menos promissores. Quando
se testou o efeito do extrato EHE sem suplemento de fluconazole, obtiveram-se resultados de
inibicdo apenas contra C. parapsilosis. Num estudo recente, Martins e colaboradores (2015),
avaliaram o efeito de extratos de Salvia officinalis sobre o crescimento de espécies de
Candida ndo-albicans, onde se inclui o género C. parapsilosis, pela sua importancia em
ambiente hospitalar. Verificaram que o solvente interferiu na atividade antifungica de todas as
Candidas ndo albicans testadas, mas a inibicdo que obtiveram revelou-se modesta tal como a
gue se obteve neste nosso trabalho. O extrato aquoso obtido por decoccdo teve maior
potencial do que o aquoso obtido por infusdo. Concluiram que o solvente de extracdo tem
influéncia sobre a bioatividade desta espécie. O extrato aquoso obtido por decoccdo apresenta
uma concentracao superior de acidos fenodlicos e flavonoides seguido do metandlico/agua e
aquoso obtido por infusdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Velickovi¢ e seus
colegas (2011), que compararam espécies de Salvia quanto a atividade antimicrobiana em
extratos metanélicos a 70% (v/v) e etandlicos a 70% (v/v) de 20mg mL™, concluindo que a
concentracdo de &cidos fendlicos depende do método de extracdo usado nas diferentes
metodologias, bem como dos meios de cultura. Martins et al. (2015) relacionam uma maior
atividade antimicrobiana dos extratos obtidos por decoccdo, pelo facto dos mesmos terem
apresentado maior concentracdo de acidos fendlicos e flavonoides, como ja foi referido
anteriormente, em particular, destacaram o &cido rosmarinico e luteolina-7-glucoronideo.
Estas conclusbes foram apresentadas por outros grupos de investigacdo, Wang et al. (1998),
Lu e Foo (1999), (2000), (2001), Topcu et al. (2008); Scheckel et al. (2008) que referiram que
estes sdo 0s compostos mais frequentemente identificados nesta espécie de Salvia.

Shan e colaboradores (2007) verificaram a existéncia de correlacfes entre a atividade
antimicrobiana verificada nos extratos metandélicos 80% (v/v) de 46 plantas testadas, onde se
incluiu S. officinalis, com os compostos fendlicos existentes nessas plantas. Os resultados
obtidos por estes autores enfatizam a importancia dos fenois totais na atividade
antimicrobiana, assim como uma correlacdo entre a atividade antimicrobiana e a capacidade

antioxidante dos extratos.
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Estudos efetuados por Hassawi et al. (2006) revelaram valores mais promissores
95% de Salvia officinalis L., ainda que a (s) razdo/razdes que expliquem estes resultados tao
expressivos (inibicdes variaveis entre 8 e 11mm) sejam os fatores genéticos e a concentracao
utilizada (50pL/disco) nos testes da atividade antimicrobiana.

Mosafa et al. (2014) compararam a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de
folhas e caules de Salvia officinalis, usando dilui¢des de 50, 100, 400 mg/mL e obtiveram
efeitos antimicrobianos contra Staphylococcus aureus (MIC=18,75mg mL™) e Escherichia
coli (MIC = 26,56 mg mL™). Neste estudo, os melhores resultados de inibigdo de crescimento
foram obtidos contra a bactéria multirresistente de gram-positivo Staphyloccocus aureus. Ja
E. coli mostrou uma sensibilidade moderada. Os extratos de S. officinalis mostraram ter um
efeito dose dependente sobre a inibicdo da atividade microbiana, tendo mostrado uma relacéao
direta entre o aumento da concentragdo e a inibigcdo. Estes resultados indicaram ainda que
estes extratos etandlicos previnem o crescimento de bactérias de gram-positivo e gram-
negativo. Segundo estes autores a diferenca de resultados que obtiveram comparativamente
com outros trabalhos publicados, estad relacionado com o método de extracdo e com a
utilizacdo de elevadas temperaturas de extracdo, que pode promover a alteracdo da
composicdo quimica dos extratos.

Segundo Generali¢c e seus colaboradores (2012), que avaliaram a atividade
antimicrobiana pelo teste da microdiluicdo em caldo de extratos hidroetandlico 80% (v/v), de
folhas de Salvia officinalis colhidas em diferentes épocas, com bactérias de gram-positivo da
espécie S. aureus e bactérias de gram-negativo da espécie E. coli, concluiram que existe
atividade antimicrobiana contra esses microrganismos. A MIC variou entre 0,02 e 0,99 mg
GAE mL™. Observaram ainda que a MIC relativamente ao S. aureus e & E. coli aumentou
entre as amostras de maio para novembro. Estes resultados foram associados a variacdo da
concentragdo de poli fenois encontrada nesses meses. Estes autores concluiram que os fatores
de variabilidade ambiental e 0 modo de extracdo dos extratos influenciam a composicao de
fenois que como consequéncia irdo influenciar as propriedades bioldgicas.

Mosafa et al. (2014) e Shan et al. (2007) sugeriram que as bactérias de gram-positivo
s&80 mais sensiveis aos componentes externos do que as de gram-negativo, afirmagdo que vai
de encontro ao resultado obtido no nosso trabalho. Segundo Winn et al. (2006), Shan et al.
(2007) e Generali¢ et al. (2012), a diferenca de suscetibilidade entre estes dois grupos de

bactérias estara relacionada com a constituicdo da membrana celular das bactérias de gram-
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negativo, que por possuirem uma espessa camada de peptidoglicanos dificulta a difusdo de
determinados compostos, tendo ainda acrescentado o efeito da presenga de enzimas capazes
de quebrar ligacdes de algumas moléculas no periplasma celular.

A diferenca de resultados existente entre as investigacbes dos varios autores
referenciados anteriormente e os verificados neste trabalho pode ser explicada pelas
diferencas de concentragdo e proporgdes dos componentes ativos existentes nos extratos, no
método utilizado, na quantidade utilizada de amostra de extrato, no material vegetal que pode
variar com a origem (flores, folhas e caules), com o periodo de colheita e até mesmo com as
diferentes condigOes de processamento e armazenamento dos extratos.

A combinacdo entre antifingicos e extratos vegetais pode aumentar a atividade
antimicrobiana se comparada com o espetro alcancado por cada isoladamente, representando
assim, uma alternativa aos farmacos sintéticos. Um dos objetivos deste estudo foi avaliar o
possivel efeito sinérgico da associacdo entre o antifungico fluconazole e os extratos vegetais
de Salvia officinalis L. var. purpurascens sobre as estirpes de fungos anteriormente avaliadas.

Segundo Cuenca-Estrella (2004), os compostos antifungicos associados podem
promover maior eficicia contra os agentes infeciosos, permitindo, assim, a utilizacdo de
menores doses de cada farmaco.

Esta associacdo do antifingico fluconzole e extratos vegetais da planta em estudo,
sobre fungos resistentes aos farmacos sintéticos antifungicos, mostrou que ocorreu
sinergismo.

As placas em que foram aplicados extratos hidroalcodlicos e que foram preparadas
com suplemento de fluconazole mostraram um efeito potenciador, pois os halos de inibicdo
obtidos aumentaram de forma claramente observavel e mensuravel. Acresce que este efeito
foi verificado para todas as espécies de fungos testados, Candida albicans e ndo-albicans. Tal
como ocorreu em estudos de avaliacdo da atividade antifingica, determinado pelo método de
difusdo em disco, efetuados por (Endo et al., 2010) em extratos hidroalcodlicos 50% (v/v) de
cascas de Punica granatum associadas ao fluconazole contra Candida albicans. Estes autores
verificaram uma interagcdo sinérgica, tal como no nosso trabalho, quando associaram ao
extrato o antifungico, fluconazole, estudos estes, efetuados in vitro. Os mesmos resultados
obtiveram Souza e seus colaboradores (2014), quando combinaram extratos acetonicos de
folhas de Eugenia pyriformis Cambess. Myrtaceae, com fluconazole onde alcancaram
sinergismo contra C. parapsilosis. Ja o extrato da mesma planta mas extraido com acetato de

etilo para além de atuar sobre a C. parapsilosis mostrou eficacia contra Candida albicans,
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possibilitando assim, a sua utilizacdo em algumas estirpes de fungos com resisténcia
demonstrada aos farmacos. Os estudos efetuados por Mertas et al. (2015) em Melaleuca
alternifolia demonstraram, que a combinacdo de substancias naturais e farmacos
convencionais, tais como o fluconazole pode ajudar no tratamento de infe¢bes fungicas
verificando-se um efeito sinergistico quando se adicionava 6leo desta planta ao fluconazole

no combate as Candidas albican mais resistentes.
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Conclusdes e Perspetivas Futuras

Este estudo teve como objetivo principal a caracterizacdo quimica e bioldgica de
Salvia officinalis L. var. purpurascens, a salva rubra, existente na colecdo de plantas
aromaticas e medicinais do Jardim Botéanico da Universidade de Tras-os Montes e Alto
Douro. O ensaio experimental decorreu entre 2011 e 2013 e as principais conclusdes acerca
do efeito da ontogenia foliar na morfoanatomia, fisiologia, quimica e atividades antioxidante e
antimicrobiana apresentam-se de seguida.

As folhas de salva rubra apresentam uma anatomia tipica das plantas pertencentes a
divisio Magnoliophyta, classe Magnoliopsida. Exibem meséfilo heterogéneo, sao
dorsiventrais e com estomas reniformes de distribui¢do hipoestomética. Em ambas as paginas
dos dois tipos de folhas surgem tricomas glandulares e ndo glandulares.

Em resposta a ontogenia foliar, a salva rubra apresentou diferencas significativas ao
nivel da anatomia, fisiologia e bioquimica. De facto, as folhas adultas de coloracdo verde
apresentaram uma maior area, bem como uma maior espessura da Iamina total e dos tecidos
condutores. Adicionalmente, estas folhas registaram menores condutancias estomaticas e
taxas de transpiracdo, melhorando a eficiéncia intrinseca do uso da dgua ao longo dos ciclos
vegetativos. Verificou-se ainda uma menor peroxidacdo lipidica das membranas celulares de
folhas adultas, que contribuiram certamente para a diminuicdo da perda de eletrélitos. Por
outro lado, as folhas jovens de coloracdo arroxeada registaram maior concentracdo de
pigmentos fotossintéticos e de ceras intra e epicuticulares soliveis. Relativamente ao efeito da
data de colheita, determinou-se uma maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e
amido, bem como de ceras soliveis e de suculéncia foliar, mas menor &rea foliar e
concentracdo de agucares sollveis em setembro. J& quanto ao efeito do ano, verificou-se uma
maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e de amido e ainda de suculéncia foliar no
ano 2011, considerado o mais quente desde 1930.

Em todas as amostras foram avaliados os teores de fendis totais, flavonoides e orto-
difendis. Estes polifenois apresentam um papel fundamental de protecdo das plantas contra
agentes foto-oxidantes, sobretudo na neutralizacdo de ROS e ainda capacidade antibacteriana
e antifangica. Concluiu-se que os extratos provenientes de folhas secadas apresentaram um
teor superior relativamente aos extratos de folhas frescas, o que podera ter contribuido para
uma atividade antioxidante mais alta. A elevada atividade antioxidante das folhas secadas, em
detrimento das folhas frescas podera ser explicada pelo melhor rendimento dos extratos,
devido & reducdo da degradacdo enzimatica, uma vez que a secagem impede as reacGes de

hidroélise.
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Pelos pardmetros analisados ndo foi possivel identificar diferencas significativas na
composicdo fenodlica bem como na atividade antioxidante dos extratos de folhas jovens e
adultas.

A atividade antioxidante da primeira para a segunda colheita teve um aumento
significativo que podera estar relacionado com o aumento dos orto-difendis e flavonoides.

Foi verificado um aumento dos metabolitos secundarios nas folhas jovens
comparativamente as folhas adultas. A idade e o estadio de desenvolvimento da planta podem
influenciar ndo apenas a quantidade de metabolitos secundarios produzidos, mas a propor¢édo
relativa destes compostos, tecidos mais jovens geralmente apresentam grande atividade
biossintética, aumentando a producdo de varios compostos.

No que respeita a atividade antimicrobiana, as amostras testadas revelaram ser pouco
inibidoras do crescimento de bactérias e fungos testados, no entanto os resultados foram
diferentes de acordo com a estirpe avaliada.

Os microrganismos mais suscetiveis aos extratos de Salvia officinalis L. var.
purpurascens foram Candida parapsilosis e Staphyloccocus aureus, enquanto que 0S menos
suscetiveis foram a Candida oleophila, Candida albicans, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes.

Verificou-se uma inibicdo consideravelmente menor para a bactéria Escherichia coli e
para o fungo Candida albicans, quando comparada com a inibicdo promovida sobre a bactéria
Staphylococcus aureus e sobre o fungo Candida. parapsilosis. Esta diferenca de valores
médios de inibicdo entre estas duas bactérias estara associada as diferencas que estes dois
microrganismos apresentam a nivel estrutural, fisiolégico ou bioquimico, reagindo assim de
modo diferente perante a acdo de extratos vegetais.

N&o ocorreu qualquer inibicdo sobre o crescimento da espécie C. albicans. Este
resultado podera estar associado aos fatores de viruléncia desta espécie, que Ihe confere
grande capacidade de se desenvolver em diferentes condi¢des. Resultados mais promissores
foram obtidos com a espécie C. parapsilosis, no entanto todas as espécies de Candida testadas
revelaram-se resistentes.

Este estudo permitiu ainda verificar que os extratos testados, quando associados com o
fluconazole possuem um efeito potenciador, inibitorio do crescimento das espécies testadas ao
nivel antimicrobiano pois apresentou neste caso, uma interacdo sinérgica contra oS
microrganismos em teste. Os dados obtidos no presente estudo permitiram aferir que se

devera continuar com estudos mais detalhados sobre o uso terapéutico de extratos de salva,
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principalmente sobre bactérias e fungos resistentes a farmacos, seja pela sua acdo individual
ou associando-os a farmacos, podendo estes Ultimos serem usados em menores concentragdes,
0 que podera diminuir alguns efeitos adversos.

Terminada esta fase do trabalho seria de todo importante prosseguir com o estudo da
salva rubra, dada a importancia que cada vez mais esta planta apresenta ao nivel industrial
tanto para a industria alimentar como para a cosmética e farmacéutica.

Assim este trabalho vem colmatar a falta de conhecimento cientifico sobre esta
variedade em particular, contribuindo fundamentalmente para a sua caracterizacdo
morfoanatomica e fisioldgica. A caracterizacdo quimica e da potencial bioatividade
necessitam de um estudo mais aprofundado, uma vez que os pardmetros analisados néo
permitiram obter conclus@es indubitaveis sobre as mesmas. Assim, consideramos que como
perspetivas de trabalho a desenvolver deveriam realizar-se estudos que permitam:

e Testar e caracterizar extratos obtidos com outros solventes e metodologias de
extragéo;

e Identificar os componentes das fracdes fenolicas obtidas a partir dos extratos;

e Extrair e caracterizar 6leos essenciais;

e Auvaliar as enzimas do stresse oxidativo;

e Pesquisar outras bioatividades, nomeadamente a atividade anti-inflamatéria e
anti proliferativa;

e Auvaliar o efeito da disponibilidade da dgua e adubacdo no comportamento da
planta;

e Avaliar se a coloragdo parpura influencia a existéncia de outros metabolitos;

e Comparar a composicdo fendlica desta variedade Salvia officinalis L. var.

purpurascens com outras variedades de Salvia officinalis.
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Anexo

Anexo 1 - Resultados da analise de solo do local de implementacdo de Salvia officinalis L.
var. purparescens.

Profundidade (cm) 0a30
Avreia grossa (%) 15,1
Avreia fina (%) 69,1
Limo (%) 8,7
Argila (%) 7,1
Textura Franco-arenoso
M.O. (%) 1,45
P,0s (E.R. ppm) 63
K20 (E.R. ppm) 348
pH (H,0) 5,4
pH (KCI) 4,2
Bases de Troca (meq/100)
Ca** 2,57
Mg 0,55
K* 0,65
Na* 0,25
Soma 4,02
Acidez
Acidez (meq/100) 0,25
AP 0,13
C.T.C. (meq/100) 4,27
G.S. bases (%) 94,15
% a pF
2,0 35,85
2,7 27,35
4,2 16,28
Densidade real 2,19
Densidade aparente 1,01
Porosidade total (%) 54,05
Cap. Max. p.2 &g. (%) 53,77
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