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RESUMO

A nanotecnologia tem alta potencialidade para aplica¢cbes em mdaltiplas areas, incluindo
médica e farmacéutica, otimizando e servindo de sistemas carreadores. Assim, este estudo
tem por objetivo avaliar o perfil quimico e o potencial biotecnol6gico larvicida da
nanoemulséo do 0leo essencial de Salvia officinalis L. As folhas do vegetal foram coletadas
em Sdo Luis, MA, em janeiro a maio de 2021. O perfil Fitoquimico foi executado de acordo
com Matos. O oleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo a 100 °C por 3h. A
caracterizagdo quimica foi obtida por CG-EM. A nanoemulsdo (O/A) foi formulada pelo
método de baixa energia de inversdo de fases, sendo submetida a testes de estabilidade
termodindmica e caracterizagdo do tamanho de gota e indice de polidispersidade (PDI). A
atividade antioxidante realizada pelo método espectrofotométrico de sequestro de radicais
hidroxila do acido salicilico. Para atividade larvicida submeteu-se larvas Aedes aegypti a
solugbes do OE e nanoemulsdes em concentragdes (10-100 mg L), avaliou-se a mortalidade
das larvas e determinou-se a CLso pelo método de Probit. Os fitoquimicos ativos foram
esteroides, glicosideos, glicosideos cardiacos, flavonoides, saponinas, fendis e taninos. Os
metabdlitos secundarios majoritarios do OE foram: eucaliptol com 65,14%, céanfora
(30,63%) e a-Terpineol (1,53%). As formulagdes foram caracterizadas como nanoemulsdes
com tamanho de gota <200 nm. O PDI foi <0,200, indicando uma distribuigdo de tamanho
estreita. A atividade antioxidante exibiu CEsp de 136,29 mg L* e 51,59 mg L A
nanoemulsdo com potencial larvicida apresentou CLso de 71,17 mg L. A nanoemulsio
apresentou potencial bioativo inédito para acdo larvicida, podendo estar relacionado a
presenca de seus compostos quimicos, sendo seu uso incentivado no combate ao Aedes

aegypti.
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INTRODUCAO

As arboviroses tém-se apresentado como um importante problema de saude publica,
pois enfrenta dificuldades de diagnodstico tanto nos baseados em exame clinico-
epidemioldgico quanto os de analises soroldgicas devido a apresentacdo de reagdes cruzadas
(GRANDADAM, 2007; LIMA-CAMARA, 2016; KURIZKY et al., 2020). Dentre o0s
mosquitos que atuam diretamente na disseminacdo dos arbovirus tem-se o Aedes aegypti,
vetor dos virus da febre amarela, dengue, Zika e Chikungunya, que afetam pessoas em areas
tropicais e subtropicais em todo 0 mundo (CASTILLO-MORALES et al., 2019; AN et al.,
2020).
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O controle quimico consiste na aplicacao de inseticidas sintéticos como os das classes
organofosforados, carbamatos e piretroides séo utilizados no controle do vetor, mas apesar
de apresentarem bons resultados seu uso continuo pode causar o desenvolvimento de
resisténcia nos mosquitos e acarretar na contaminagcdo do meio ambiente, desequilibrio e
provocar danos a satde humana (DE SOUZA WUILLDA et al., 2019; BAZ et al., 2022).

Com base nisso, 0 uso de produtos naturais se coloca como uma alternativa ecoldgica
na formacao de inseticidas naturais, seguros para 0 meio ambiente e para 0 homem. Pois, as
espécies vegetais produzem diversos compostos bioativos que muitas vezes funcionam em
sinergia, geralmente biodegradaveis e apresentam menor risco de desenvolver resisténcia a
vetores, e para comprovar isso, testes de toxicidade sdo necessarios contra organismos nao-
alvo.

Dentro disto, estdo os 6leos essenciais, compostos por metabolitos secundarios
provenientes das mais diversas partes das plantas, sendo moléculas naturais que contrariam
até mesmo o desenvolvimento da biorresisténcia aos pesticidas naturais, sdéo uma fonte
alternativa satisfatoria devido a fatores favoraveis de biodegradabilidade, seletividade, baixa
nocividade aos organismos ndo alvos e ao meio ambiente. Dentre as plantas utilizadas
podemos citar do género Salvia, pertencente a familia das Lamiaceae, a qual revela ter uma
boa acéo inseticida e sdo relatadas por produzir muitos metabdlitos secundarios uteis (ALI
etal., 2015; ZAHED et al., 2021; BAZ et al., 2022).

Dentre as espécies do género Salvia, tem-se Salvia officinalis L., uma planta
ornamental amplamente utilizada desde a antiguidade dentro da medicina popular, culinaria
e aromatica e através dos mais diversos estudos demonstra diversos potenciais biolégicos,
como propriedades antiviral, antimicrobiana e espasmolitica, sendo sua eficécia relacionada
principalmente aos metabdlitos secundarios (REZAI et al.; VOSOUGHI et al., 2018;
JAKOVLIJEVIC et al., 2019).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem alta potencialidade para aplicacdes em
maltiplas areas, incluindo médica e farmacéutica, otimizando e servindo de sistemas
carreadores, proporciona vantagens através de nanoemulsdes, como a protecao do composto
bioativo da degradacgéo e possibilidade de modulacédo do perfil de liberagdo (PASQUOTO-
STIGLIANI et al., 2017; FOUDA et al., 2020).

OBJETIVOS

Avaliar o perfil quimico e o potencial biotecnoldgico larvicida da nanoemulsdo do
6leo essencial de Salvia officinalis L.

METODOLOGIA

Obtencéo do material vegetal

A obtencdo das folhas secas de Salvia officinalis utilizadas nesta pesquisa foi
realizada em janeiro a maio de 2021. A espécie vegetal foi transportada para o Laboratorio
de Pesquisa e Aplicacio de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde as folhas foram
pesadas, trituradas e armazenadas para a extracdo do 6leo essencial do vegetal.

Perfil Fitoquimico

Para analise do perfil fitoquimico do material vegetal in natura, foram preparados
extratos hidroalcéolicos, empregando-se o processo de maceracdo (HARBORNE, 1998). Os
extratos hidroalcodlicos obtidos foram submetidos a testes quimicos na metodologia



apresentada por Matos (2009) para identificacdo das classes orgénicas de metabdlitos
secundarios: esteroides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, saponinas, fendis, taninos e
glicosideos cardiacos.

Extracao dos 0leos essenciais

Para extracdo dos 6leos essenciais foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo com um
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em
manta elétrica como fonte geradora de calor, utilizando-se agua destilada como solvente
(1:10). A hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o 6leo essencial
extraido, sendo seco por percolacdo com sulfato de sodio anidro (Na2SO.) e centrifugado.
As amostras foram armazenadas em ampolas de vidro ambar sob refrigeracdo a 4°C.
Posteriormente sendo submetido as analises.

Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Os Gleos essenciais de Salvia officinalis foram caracterizados quimicamente por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM). A identificacéo foi
realizada por normalizagdo das &reas dos picos, e a identificacdo atraves da Biblioteca do
Equipamento NISTO8 (National Institute of Standards and Technology).

Preparo das nanoemulsdes (O/A)

O preparo das nanoemulsdes (O/A) foi realizado de acordo com as metodologias
adaptadas descritas por Lima et al. (2020) e Sugumar et al. (2014), atraves do método de
baixa energia de inversdo de fases.

Caracterizacdo das nanoemulsoes

A distribuicdo do tamanho das goticulas (analise por volume) e indice de
polidispersidade (PDI) das formulag¢des das nanoemulsdes foram determinadas usando um
analisador de tamanho de particula 90 Plus (SUGUMAR et al., 2014, p. 395).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de eliminacdo de
radicais hidroxila do &cido salicilico conforme os métodos descritos por Smirnoff &Cumbes
(1989) e Sundarajan et al. (2016).

A nanoemulséo e os 6leos essenciais em diferentes concentragdes de 10-500 mg L

foram dissolvidos em DMSO 0,2% e agua destilada, respectivamente. Foram adicionadas a
essas concentracdes 1 mL de &cido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato ferroso (9 mM) e 1
mL de peroxido de hidrogénio (9 mM). Utilizou-se &cido ascorbico como padréo positivo.
A mistura reacional foi incubada durante 60 min a 37 °C em banho-maria; apos a incubacao,
a absorbancia das misturas foi medida a 510 nm usando um espectrofotdmetro UV/VIS e a
CEso calculada.

Atividade larvicida

Os ensaios para atividade larvicida frente Aedes aegypti foram realizados de acordo
com a metodologia adaptada proposta por Silva et al. (2006). Inicialmente, foi preparada
uma solugdo mée de 100 mg L de cada um dos 6leos essenciais sendo diluidas em solugéo
de DMSO 2% e nanoemulsdes (isenta de diluicdo). Desta solugdo, preparou-se cinco
diluicBes nas concentragdes 1,0-90,0 mg L. A cada concentragdo foram adicionadas 10
larvas na propor¢do 1 mL por larva.



Todos os testes foram realizados em triplicatas e como controle negativo foi utilizado
uma solugdo formada de DMSO 2%, e como controle positivo, uma solugéo de etanol (P.A)
70% v/v. Ap6s 24h realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo consideradas mortas, as
larvas que ndo reagem ao toque apés 24 horas do inicio do experimento. Para quantificacdo
da eficiéncia dos 6leos essenciais e nanoemulsdes foi aplicado o teste estatistico de Probit
(FINNEY, 1952) e classificacdo da a¢do por Cheng et al. (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil Fitoquimico
A Tabela 1 exibe a classe de metabolicos secundarios identificados em S. officinalis.

Tabela 1- Classes de metabolitos secundarios identificados em Salvia officinalis
Oleo essencial 1 2 3 4 5 6 7 8

Salvia officinalis - + + + + + + +

Nota: 1:  Alcaloides; 2:  Esteroides; 3:  Glicosideos; 4:  Glicosideos cardiacos; 5:
Flavonoides; 6: Saponinas; 7: Fendis; 8: Taninos; (+) positivo; (-negativo).
Fonte: Autores

Segundo a Tabela 1, dentre os fitoquimicos ativos encontrados neste estudo, destaca-se
a presenca de esteroides, glicosideos, glicosideos cardiacos, flavonoides, saponinas, fenois
e taninos. Tais compostos sdo conhecidos por sua diversidade farmacoldgica, como
antioxidante, antimicrobiano, além de atuar na defesa da planta frente insetos e outros
herbivoros (AMARAL, SILVA e LANNES,2018; OLIVEIRA et al., 2016). Alem disso,
podem ainda apontar uma possivel atividade biolégica larvicida de S. officinalis L., por
exemplo. Dessa forma, a diversidade de compostos ativos presentes € importante,
demonstrando um alto potencial bioldgico.

Resultados semelhantes foram apontados por Da Costa et al., (2018), constatando a
presenca de flavonoides e taninos, em extratos de Salvia hispanica L. Por outro lado, Diaz
(2018) ao analisar outra espécie de Salvia (S. sagittata), observou a presenca de esteroides,
compostos fenolicos, alcaloides e saponinas.

Perfil quimico

De acordo com os resultados obtidos, a Tabela 2 apresenta 0os compostos quimicos
identificados no OE de S. officinalis através da CG/EM. Dessa forma, conforme a Tabela 2,
5 componentes foram identificados no OE de S. officinalis, sendo o constituinte majoritario
do OE, o eucaliptol com 65,14%, seguido por canfora (30,63%) ¢ a-Terpineol (1,53%).

Tabela 2- Constituintes quimicos na amostra do OE de S. officinalis

. Tempo de retencao < o Compostos -
Pico (min) Area Teor% NISTO8
1 10.268 1312912 65,14 Eucaliptol

2 11.617 24822 1,23 Tujona



3 12.352 617523 30,63 Canfora
4 12.753 29549 1,47 Ester ciclobutil

5 13.092 30939 1,53 a-Terpineol

Fonte: Autores

Resultados semelhantes foram descritos por Alcala-Orozco et al. (2019), que
relataram a presenca de 6 constituintes caracterizados e identificados por CG/EM, sendo
23,4% do OE de salvia constituido de eucaliptol, seguido por cis-tujona (18,9%) e trans-p-
cariofileno (11,0%). Velandia et al. (2018) também identificaram o eucaliptol (26,6%) como
composto majoritario do OE de S. officinalis coletado na Colémbia.

Caracterizacdo das nanoemulsdes

A Tabela 3 mostra o tamanho médio das formulag¢Ges contendo surfactante Tween
20, S. officinalis EO e H20, bem como o indice de polidispersidade ao longo do tempo de
0 a 60 dias.

Tabela 3- Variagdo da média Z (nm) e indice de polidispersidade (PDI) para a nanoemulsdo
ao longo do tempo (TO-T60 dias).

Tempo (dias) Média Z (nm) PDI
0 106.47 + 1.66 0.187 + 0.010
. T15 102.52 + 0.83 0.184 + 0.005
g T30 96.09 + 0.58 0.181 + 0.009
z T45 93.03 + 1.67 0.178 + 0.010
T60 90.71 + 0.52 0.182 + 0.002

Tempo (dias) Média Z (nm) PDI
0 101.14 + 1.58 0.177 + 0.009
N T15 97.40 + 0.79 0.175 + 0.005
g T30 91.29 + 055 0.172 + 0.008
= T45 88.38 + 1.58 0.169 + 0.009
T60 86.18 + 0.49 0.173 + 0.002

Fonte: Autores

De acordo com o conceito de que as nanoemulsdes sdo sistemas que apresentam
goticulas na faixa de tamanho entre 50 e 200 nm (JAISWAL et al., 2015), as formulacbes
produzidas foram caracterizadas como nanoemulsdes por apresentarem tamanho médio de
goticulas < 200 nm apds 0 a 60 dias de manipulagéo, indicando pequeno tamanho de gota.
O indice de polidispersidade para todas as EN durante o periodo avaliado foi baixo e ficou
entre 0,169 e 0,187, indicando uma distribui¢do de tamanho estreita (PDI= < 0,200) (Tabela
4). Assim, NE's foram utilizados para o bioensaio larvicida contra Ae. aegypti e outros testes
bioldgicos.



Atividade antioxidante
A Tabela 4 apresenta a CEsp, equagdo da reta e regressdo linear para a capacidade
antioxidante do OE de S. officinalis para os métodos empregados.

Tabela 4- Capacidade antioxidante das nanoemulsdes de S. officinalis.

Identificagdo CEso y=ax-b R?
NO/A 1l 136,29 y=55,26Xx-67,963 0,9589
N O/A 2 51,59 y=90,021x-104,17 0,9941

Fonte: Autores

Segundo Campos et al., (2003), produtos vegetais com concentragdo inferior a 500
mg L, sdo classificados como ativos. Dessa forma, as formulag@es do OE de S. officinalis
foram promissoras e ativas para atividade antioxidante.

Quanto menor o valor da CEsp, maior a agdo antioxidante do composto natural, pois
€ necessdria uma menor concentracdo do produto natural (nanoemulsdo) para reduzir o
radical H2O. em 50% (SOUSA et al., 2007). Assim, ao avaliar a Tabela 4, verificou-se que
a nanoemulsdo do OE de S. officinalis apresentou melhor atividade antioxidante pela
formulacdo N O/A 2 (CEso= 51,59 mg L), quando comparado a CEso de 136,29 mg L™ da
formulacdo N O/A 1. Na literatura, ndo foi possivel encontrar estudos sobre a atividade
antioxidante da nanoemuls@o O/A do OE de S. officinalis, 0 que enfatiza a importancia desta
pesquisa.

Neves et al., (2018) observaram em seu estudo que as variaveis de tempo e
temperatura influenciaram no potencial antioxidante do extrato de S. officinalis, com
variacdo de 327,54 a 1628,02 mg AA/100 g de amostra. Resultado semelhante ao obtido
neste estudo foram relatos por Melo (2016), onde foi observado uma CEso de 48,800 EAA/g
da planta seca de sélvia.

Atividade larvicida

A Tabela 5 apresenta a mortalidade das larvas de Aedes aegypti nas concentracdes
das nanoemuls@es testadas com célculo da CLso e parametros estatisticos pelo método de
Probit.

Tabela 5- Mortalidade Aedes aegypti para acdo das nanoemulsdes do 6leo essencial de S.

officinalis
Identificacdo CLso 12 ¢ R?
N O/A 1 71,17 0,976 0,462 0,925
N O/A 2 >100mg L - - -

Fonte: Autores



Conforme apresenta a Tabela 5, a CLso para a nanoemulsdo 1 (O/A) formulada
referente a estimativa de mortalidade de 50% de larvas Aedes aegypti esteve abaixo de 100
mg L, sendo classificada por Dias&Moraes (2014) como agéo ativa (CLso de 71,17 mg L
1Y para atividade larvicida, sendo seu potencial de uso e aplicagdo incentivado, enquanto a
nanoemulsio 2 (O/A) ndo obteve potencial ativo (CLso de 214,32 mg LY).

O potencial bioldgico de um 6leo essencial pode estar relacionado a diferentes
concentracfes e combinacGes de seus compostos quimicos. Abdellaoui et al. (2017),
caracterizaram quimicamente o OE de S. officinalis e constataram que 0s principais
compostos quimicos foram: B-tujona (20,1%), eucaliptol (15,91%) e cénfora (14,79%).
Nesse mesmo estudo, foi observada atividade larvicida significativa, mostrando que tal
potencial pode ser atribuido as substancias quimicas do vegetal.

CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, diante dos resultados obtidos, foi possivel observar por meio da
determinacdo dos constituintes quimicos, a capacidade de uma boa atividade bioldgica da
planta. Além disso, obteve-se o perfil quimico do 6leo essencial das folhas de Salvia
officinalis L., sendo o eucaliptol como composto majoritario. As nanoemulsdes
apresentaram potencial ativo para atividade antioxidante. A nanoemulsdo apresentou
potencial bioativo inédito para acdo larvicida, podendo estar relacionado a presenca de seus
compostos quimicos. Sendo assim, o uso do 6leo em nanoemulsdes pode ser utilizado como
mecanismo para melhorar a distribui¢do e durabilidade do produto natural, sendo seu uso
incentivado no combate ao Aedes aegypti a partir do aprofundamento de mais estudos devido
ao potencial apresentado.
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