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RESUMO

SOUZA, Roberta Soares Terra. Avaliagao dos efeitos genotdxicos e antigenotdxicos
de Salvia officinalis e seus aspectos terapéuticos em ciéncia animal. 42 f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - UNIFENAS, Alfenas, 2017.

Salvia officinalis tem sido amplamente utilizada na culinaria e na medicina tradicional, e
estudos tém identificado indmeros compostos quimicos e potenciais acdes terapéuticas.
Esta pesquisa avaliou a genotoxicidade do extrato hidroalcoélico liofilizado de folhas de
S. officinalis L. (SO) usando o ensaio do microntcleo em medula 6ssea de camundongos.
A interacdo entre SO e os efeitos genotdxicos induzidos pela doxorrubicina (DXR)
também foi analisada - ensaio de antigenotoxicidade. Grupos experimentais
constituidos de camundongos machos e fémeas Swiss albinus (Unib: SW) foram
avaliados apo6s 24-48h de tratamento com ciclofosfamida (CP; 50 mg/Kg), DXR (5
mg/Kg), NaCl (150 mM), SO (0,5-2 g/Kg) e SO (0,5 g/Kg) + DXR (5 mg/Kg). As andlises
de EPCMNs mostraram diferengas (p<0,05) entre os tratamentos de SO (1-2 g/Kg) e
NaCl, independentemente do género e do tempo. DXR induziu EPCMNs
significativamente em ambos os géneros e tempos de tratamento. Grupos de
camundongos tratados com DXR mostraram frequéncias menores (p<0,05) de EPCMNs
quando comparados com os grupos controles CP (50 mg/Kg). O tratamento associativo
(500 mg/Kg de SO + 5 mg/Kg de DXR) ndo reduziu a frequéncia de EPCMNs (p<0,05)
induzida por DXR. As proporc¢coes de EPC/ENC entre tratamentos controles (NaCl, CP e
DXR) e experimentais genotéxicos e antigenotéxicos (SO; SO + DXR) foram
insignificantes (p<0,05). Os resultados sugerem efeitos moderadamente genotdxicos
(clastogenia e/ou aneugenia) de folhas de S. officinalis L., dose-dependente (i.e., a partir
de 1 g/Kg) e género- e tempo-independentes. Contudo, S. officinalis ndo apresenta
toxicidade sistémica e efeitos antigenotoxicos (SO + DXR) nas condicdes estabelecidas

no presente teste do micronticleo em medula dssea de camundongos.

Palavras-chave: Medula 6ssea, Salvia officinalis L., ensaio do microntcleo, roedores,

quimioterapico DXR.



ABSTRACT

SOUZA, Roberta Soares Terra. Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic effects
of Salvia officinalis and its therapeutic aspects in animal science. 42 f. Dissertagdo

(Mestrado em Ciéncia Animal) - UNIFENAS, Alfenas, 2017.

Salvia officinalis has been widely used in culinary and traditional medicine, and studies
have identified numerous chemical compounds and potential therapeutic actions. This
study evaluated the genotoxicity of lyophilized hydroalcoholic extract of S. officinalis L.
(SO) leaves using the micronucleus assay in mouse bone marrow. The interaction
between SO and the genotoxic effects induced by doxorubicin (DXR) was also analyzed -
antigenotoxicity assay. Experimental groups consisting of male and female Swiss albinus
mice (Unib: SW) were evaluated after 24-48h treatment with cyclophosphamide (CP; 50
mg/kg), DXR (5 mg/kg), NaCl 0.5-2 g/kg) and SO (0.5 g/kg) + DXR (5 mg/kg). The
PCEMN analyzes showed differences (p<0.05) between SO (1-2 g/kg) and NaCl
treatments, regardless of gender and time. DXR induced EPCMNs significantly in both
genders and treatment times. Groups of mice treated with DXR showed lower
frequencies (p<0.05) of PCEMNs when compared to CP control groups (50 mg/kg).
Associative treatment (500 mg/kg SO + 5 mg/kg DXR) did not reduce the frequency of
DXR-induced PCEMNs (p<0.05). The PCE/NCE ratio between control (NaCl, CP and DXR)
and experimental genotoxic and antigenotoxic (SO; SO + DXR) treatments were
insignificant (p<0.05). The results suggest moderately genotoxic effects (clastogeny
and/or aneugeny) of S. officinalis L. leaves, dose-dependent (i.e., from 1 g/kg) and
gender- and time-independent. However, S. officinalis has no systemic toxicity and
antigenotoxic effects (SO + DXR) under the conditions established in the present

micronucleus test in mouse bone marrow.

Key words: Bone marrow, Salvia officinalis L. micronucleus test, rodents,

chemotherapeutic DXR.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas envolvendo plantas medicinais e seus extratos vém crescendo na
assisténcia a saide em funcao de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo.
Consideravel parcela da populagio mundial utiliza a medicina popular para seus
cuidados primarios em relacdo a saude, e se presume que a maior parte dessa terapia
tradicional envolve o uso de extratos de plantas ou seus principios biologicamente
ativos. No Brasil, cerca de 8% das 100.000 espécies vegetais catalogadas foram
estudadas quanto as suas propriedades quimicas, e estima-se que apenas 1.100 espécies
tenham sido avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas. O panorama brasileiro
na area farmacéutica revela um gasto de aproximadamente dois a trés bilhdes de ddlares
por ano na importacdo de matérias-primas empregadas na producdo de medicamentos.
Ainda, tal panorama mostra que 84% dos farmacos consumidos no pais provém da
importacdo e 78-80% dos farmacos produzidos provém das empresas multinacionais,
indices que justificam a busca de alternativas para superar a dependéncia externa por
parte da industria quimico-farmacéutica brasileira.

O género Salvia, comumente conhecido como salvia, é o maior membro da familia
Lamiacea ou hortel3, contendo mais de 900 espécies em todo o mundo Muitas espécies
de Salvia, incluindo Salvia officinalis (salvia comum), sdo nativas da regido Mediterranea
e algumas espécies de Salvia tém sido usadas em todo mundo tanto como temperos
aromatizantes quanto na medicina tradicional a base de plantas.

Apesar de algumas pesquisas suportarem a efetividade do potencial terapéutico
da espécie de planta Salvia officinalis L. [distirbios digestivos e circulatorios, bronquites,
tosse, asma, angina, inflamacdes de boca e garganta, depressdo, sudorese excessiva,
doencas de pele, alteracdes do sistema nervoso, circulacdo sanguinea e coracgao, sistema
respiratorio, sistema digestivo, doengas endroécrinas e metabdlicas, propriedades
carminativas, antiespasmodico, anti-séptico e adstringente, fortes atividades
antioxidantes, acOes antibacterianas (significante atividade antibacteriana contra
Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae e Proteus spp. e algumas
bactérias bucais ou cariogénicas tais como Streptococcus mutans, Lactobacillus
rhamnosus e Actinomyces viscosus) e de eliminacdo de radicais livres], investigacoes
visando o conhecimento dos efeitos genotoxicos e mutagénicos ndo foram observadas

até o presente momento.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Apesar de algumas pesquisas suportarem a efetividade do potencial terapéutico
da espécie de planta Salvia officinalis L., investigacdes visando o conhecimento dos
efeitos genotoxicos e mutagénicos ndo foram observadas até o presente momento.
Objetivando contribuir também com as informagdes sobre o potencial genotoxico e anti-
genotoxico de extratos vegetais, fitoterdpicos e produtos naturais, a presente pesquisa
ird avaliar os efeitos mutagénicos do extrato hidroalcodlico (extrato fluido) de folhas de
S. officinalis L. usando o ensaio do micronucleo in vivo na medula 6éssea de camundongos.
A acdo da concentracdo maxima permitida de S. officinalis L. sobre os efeitos genotéxicos
induzidos pelo DXR (cloridrato de doxorrubicina) também sera estudada (i.e., avaliagao

anti-mutagénica).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Género Salvia

0 género Salvia, comumente conhecido como salvia, é o maior membro da familia
Lamiacea ou horteld, contendo mais de 900 espécies em todo o mundo (NIKAVAR et al,,
2008; ITANI et al,, 2008). Na sua maioria, essas plantas sdo aromaticas e perenes, com
flores em diferentes cores (AYATOLLAHI et al, 2009). Muitas espécies de Salvia,
incluindo Salvia officinalis (salvia comum), sdo nativas da regido Mediterranea e algumas
espécies de Salvia tém sido usadas em todo mundo tanto como temperos aromatizantes
quanto na medicina tradicional a base de plantas (AYATOLLAHI et al., 2009; SMIDLING
et al, 2008). S. officinalis tem numerosos nomes comuns. Alguns dos nomes mais
conhecidos incluem salvia, sdlvia comum, salvia de jardim, salvia dourada, salvia de
cozinha, salvia verdadeira, sdlvia culindria, salvia dalmata e salvia folhosa. Formas
cultivadas incluem salvia roxa e salvia vermelha. Na Turquia, S. officinalis ¢ amplamente
conhecida como adagayi, que significa “island tea”. Em Levant, ela é chamada de
maramia (HAMIDPOUR et al., 2014).

0 cha de salvia tem sido usado tradicionalmente para o tratamento de disttirbios
digestivos e circulatorios, bronquites, tosse, asma, angina, inflamacbées de boca e
garganta, depressdo, sudorese excessiva, doen¢as de pele, e muitas outras doencas
(RAMI & LI, 2011; WALCH et al, 2011; KHAN et al,, 2011). Oleos essenciais de Salvia tém
sido usados no tratamento de uma ampla escala de doengas como aquelas do sistema
nervoso, circulacdo sanguinea e coracdo, sistema respiratdrio, sistema digestivo, e
doencas endécrinas e metabodlicas. Em adicdo, dleos esséncias de sdlvia demonstraram
propriedades carminativas, antiespasmodico, antisséptico e adstringente (LOIZZO et al,,
2007; RADULESCU et al., 2004).

0 6leo essencial de espécies de Salvia apresenta varias composicées dependendo
dos fatores genéticos, climaticos, sazonais e ambientais (HADRI et al.,, 2010). Alguns
compostos quimicos como flavonoides, terpendides e 6leos essenciais estdo presentes
em diferentes espécies de Salvia (AYATOLLAHI et al,, 2009). Oleos essenciais sdo fontes
muito importantes para a triagem de agentes anticancer, antimicrobiano, antioxidante e
eliminadores de radicais livres (HUSSAIN et al,, 2011). S. officinalis (salvia comum) é

considerada para ter a maior quantia de 6leos essenciais comparada a outras espécies
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Salvia (RAMI & LI, 2011; CROTEAU et al, 1981). Embora presentes em diferentes
concentragdes, em todas as amostras de S. officinalis os principais componentes sio: 1,8-
cineol, canfora, borneol, acetato de bornilo, canfeno, a- e B-tuiona, linalol, a- e (-
cariofileno, a-humuleno, a- e B-pineno, viridiflorol, pimaradiene, acido salviandlico,
rosmarinico, acido carnosoélico, acido ursdlico, etc (KHAN et al.,, 2011; CROTEAU et al,,
1981). Estudos tém mostrado que algumas propriedades biolégicas do 6leo essencial de
Salvia dependem da canfora, do 1,8-cineol e da a- e 3-tuiona (RADULESCU et al., 2004).
0 6leo essencial de salvia contém aproximadamente 20% de canfora e quando as folhas
expandem ha um aumento no contetdo de canfora (AVATO et al., 2005).

Em um estudo, o composto mais poderoso para a eliminacdo de radicais livres foi
reportado para ser a a- e [3-tuiona, o acetato de bornilo, a canfora, a mentona e o 1,8-
cineol no 6leo essencial (HUSSAIN et al,, 2011). No mesmo estudo, o 6leo essencial de
Melissa officinalis e S. officinalis mostraram melhores atividades antioxidantes do que
outras plantas Lamiaceae (HUSSAIN et al,, 2011). Salvia também é uma fonte natural de
flavonoides e compostos polifendlicos (e.g., acido carndsico, acido rosmarinico e acido
cafeico) possuindo fortes atividades antioxidantes, antibacterianas e de eliminagao de
radicais livres (BARANAUSKIENE et al, 2011). A maioria dos &cidos fenolicos em
espécies de Salvia é derivada do acido cafeico o qual é o bloco de construcdo de uma
variedade de metabolitos de plantas (KAMATOU et al, 2010). O &cido cafeico
desempenha um papel central na bioquimica de plantas Lamiaceae, e ocorre
principalmente na forma de dimero em acido rosmarinico (KAMATOU et al,, 2010).
Acido carnésico e acido rosmarinico, os quais estdo presentes em altas concentrages no
extrato de plantas de salvia, ttm demonstrado fortes propriedades antioxidantes
(YURTSEVEN et al., 2008). O 4cido ursélico, também um componente de salvia, tem forte
propriedade antinflamatoria, e tem sido considerado como uma medida de controlo de
qualidade para os efeitos antinflamatoérios de solu¢des diferentes (BARICEVIC et al,
2001).

Um total de 28 componentes foi identificado em S. officinalis. Os principais
componentes no 6leo de salvia foram 1,8-cineol, canfora, a-tuiona, f-tuiona, borneol, e
viridiflorol. Os quimiotipos de salvia ndo foram determinados nas amostras
investigadas. As concentracdes dos principais componentes nas drogas obtidas a partir
de diferentes tipos de salvia e em diferentes localizacdes variaram aproximadamente na

mesma escala como as concentragdes destes compostos nos 6leos de drogas obtidas a
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partir de outros paises. A concentragdo relativamente alta de tujonas téxicas parece ser
caracteristica de folhas de salvia cultivadas em diferentes localizagdes (HAMIDPOUR et
al,, 2014).

Um estudo conduzido sobre os efeitos antibacterianos de salvia contra bactérias
de alimentos em decomposicdo selecionados in vitro indica que o extrato aquoso de
salvia exerceu significante atividade antibacteriana e este foi mais efetivo contra Bacillus
mycoides, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae e Proteus spp. (STANOJEVIC et al., 2010).
0 6leo essencial de salvia também foi considerado uma boa alternativa aos antibiéticos
tradicionais bem como conservantes de alimentos (RAMI et al., 2011). Os achados de
outro estudo suportam a visdo de que o extrato hidroalcoélico de S. officinalis tem efeito
inibitério de crescimento sobre algumas bactérias bucais ou cariogénicas tais como
Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus e Actinomyces viscosus. Com base neste
estudo e o interesse global na utilizacdo de tratamentos tradicionais, em vez de solugdes
quimicas, S. officinalis com seus efeitos bactericidas poderiam ser um medicamento
natural para o tratamento de doencas que afetam a boca e o dente (KERMANSHAH et al,,
2009). Um estudo mostrou que salvia, juntamente com diferentes extratos de plantas, foi
compativel aos conservantes sintéticos, e o resultado confirmou que o extrato aquoso de
S. officinalis pode ser usada em biotecnologia como um ingrediente conservante natural
na induastria alimentar (STANOJEVIC et al, 2010). Outro estudo de atividade
antibacteriana do 6leo essencial de salvia em altas concentracoes exibiu uma melhor
eficiéncia quando comparado aos antibidticos (RAMI et al., 2011).

Pesquisas envolvendo plantas medicinais e seus extratos vém crescendo na
assisténcia a saide em funcao de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo.
Consideravel parcela da populagio mundial utiliza a medicina popular para seus
cuidados primarios em relacdo a saude, e se presume que a maior parte dessa terapia
tradicional envolve o uso de extratos de plantas ou seus principios biologicamente
ativos (FARNSWORTH et al, 1985; KAUR et al, 2005). No Brasil, cerca de 8% das
100.000 espécies vegetais catalogadas foram estudadas quanto as suas propriedades
quimicas, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido avaliadas quanto as suas
propriedades terapéuticas (GARCIA et al, 1996). O panorama brasileiro na area
farmacéutica revela um gasto de aproximadamente dois a trés bilhdes de ddlares por
ano na importacdo de matérias-primas empregadas na producdo de medicamentos.

Ainda, tal panorama mostra que 84% dos farmacos consumidos no pais provém da
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importacdo e 78-80% dos farmacos produzidos provém das empresas multinacionais
(BERMUDEZ, 1995; MIGUEL & MIGUEL, 1999), indices que justificam a busca de
alternativas para superar a dependéncia externa por parte da industria quimico-

farmacéutica brasileira.

3.2. Importancia dos ensaios genéticos toxicologicos

Compostos biologicamente ativos tém sido reconhecidos quanto as suas
propriedades farmacoldgicas, contudo varios desses compostos ndo puderam ser
introduzidos em terapéutica devido as suas propriedades toxicologicas, carcinogénicas e
mutagénicas (AMES, 1983; KONSTANTOPOULOU et al, 1992; TAVARES, 1996). No
desenvolvimento de novos farmacos, as andlises dos ensaios de genotoxicidade
representam consideravel peso, visto que a maioria das industrias farmacéuticas
delibera o processamento de um novo agente terapéutico com base também nos dados
de genotoxicidade in vitro e in vivo (PURVES et al,, 1995). Nesse contexto, os ensaios
para avaliacdo da atividade mutagénica das plantas usadas pela populagdo bem como
suas substancias isoladas, sdo necessarios e importantes para estabelecer medidas de
controle no uso indiscriminado. Além disso, é preciso esclarecer os mecanismos e as
condigdes que mediaram o efeito bioldgico, antes que as plantas sejam consideradas
como agentes terapéuticos (VARANDA, 2006).

Os efeitos genotoxicos de um agente mutagénico potencial dependem do seu alvo
celular. Alguns compostos quimicos necessitam ser metabolizados antes de adquirir sua
capacidade mutagénica (MATEUCA et al,, 2006). Agentes mutagénicos podem induzir
alteracdes gendmicas atingindo direta e/ou indiretamente a molécula de DNA, ou
ligando-se as proteinas envolvidas na manutencdo da integridade gendémica (KIRSCH-
VOLDERS et al.,, 2003). As consequéncias das interagdes entre os agentes mutagénicos e
os seus alvos podem conduzir a diferentes tipos de danos no DNA (aductos de DNA,
sitios alcalinos labeis, rupturas dos filamentos) e muta¢des que vao desde alteragdes
nucleotidicas simples (mutagdes génicas) até alteragdes cromossOmicas estruturais
(mutagdes cromossémicas) ou numéricas (mutagdes gendmicas). Finalmente, o destino
celular é entdo determinado pelas varias lesdes provocadas sobre o genoma e a
capacidade celular intrinseca de reparo ou processos de eliminacdo por apoptose

(DECORDIER et al., 2002).
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Tanto quanto os estudos de genotoxicidade estdo preocupados, o ensaio do
micronucleo in vivo (micronucleus - MN) em medula 6ssea de roedores desempenha um
papel crucial a bateria de testes que objetivam a identificacdo de riscos por agentes
mutagénicos (MATEUCA et al,, 2006), especialmente a avaliagdo de riscos mutagénicos
em que permite a consideracdo de fatores metabdlicos in vivo, da farmacocinética e dos
processos de reparo do DNA, embora estes possam variar entre as espécies, entre
tecidos e entre os mecanismos genéticos (OECD, 1997a,b; RIBEIRO et al., 2003). Uma vez
que o eritroblasto da medula éssea se desenvolve em um eritrécito policromatico
(polychromatic erythrocyte - PCE) (i.e., célula originada apds a extrusdo do ntcleo
principal), qualquer micronudcleo que tenha sido formado pode permanecer atras, de
outro modo, no citoplasma anucleado. Deste modo, a frequéncia de eritrécitos
policromaticos micronucleados (micronucleated polychromatic erythrocytes - MNPCEs)
tem sido o principal endpoint. Por outro lado, a mensuragdo de MNPCEs em sangue
periférico tem sido igualmente aceitdvel em qualquer espécie na qual a inabilidade do
baco remover eritrécitos micronucleados tem sido demonstrada, ou a qual tem
mostrado uma adequada sensibilidade para detectar agentes que causam aberragoes
cromossOmicas numéricas ou estruturais. Os resultados positivos (i.e, um aumento na
frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados em animais tratados) indicam
que uma substincia induz a formag¢do de micronucleos, os quais surgem como um
resultado de danos cromossomicos ou danos ao aparato mitotico nos eritroblastos das
espécies teste, enquanto que os resultados negativos indicam que, sob as condi¢des
experimentais, a substancia teste ndo induz a produg¢do de micronucleos nos eritrocitos
imaturos das espécies teste. Todavia, o numero de eritrécitos normocromaticos
(normochromatic erythrocyte - NCE) no sangue periférico, que contém microntcleos
entre um dado nimero de eritrécitos maduros, pode também ser usado como endpoint
deste ensaio (OECD, 1997c; RIBEIRO et al., 2003). Além disso, o conhecimento dos
efeitos genotodxicos induzidos por fitoterdpicos e alimentos empregando o ensaio do MN
in vivo em mamiferos tem sido o anseio de varios grupos de pesquisadores
(CHANDRASEKARAN etal., 2011; SILVA et al,, 2011; INDART et al.,, 2007; VENKATESH et
al,, 2007; ALVES etal,, 2013).

Microntcleos (MNs) sdo corpos extranucleares pequenos que surgem durante a
divisdo celular a partir de fragmentos cromossémicos / cromossémicos acéntricos ou

cromossomos / cromatides totais que se atrasam na andafase e ndo sdo incluidos nos
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nucleos filhos durante a tel6fase (FENECH & MORLEY, 1985). Micronucleos abrigando
fragmentos cromossdmicos podem resultar de quebras do DNA de fita dupla, conversao
de quebras de fita simples (single-strand breaks - SSBs) em quebras de fitas duplas
(double-strand breaks - DSBs) ap0s a replicagdo celular, ou inibigdo de sintese de DNA. O
reparo equivocado de duas quebras cromossomicas pode conduzir a um rearranjo
cromossOmico assimétrico produzindo um cromossomo dicéntrico e um fragmento
acéntrico. Frequentemente, os centromeros de cromossomos dicéntricos sdo puxados
para polos opostos das células durante a anafase resultando na formacdo de uma ponte
nucleoplasmica (nucleoplasmic bridge - NPB) entre os nucleos filhos e um fragmento
acéntrico que fica atrasado para formar um MN (FENECH et al., 2005; THOMAS et al,
2003). Micronucleos abrigando cromossomos totais sdo essencialmente formados a
partir de defeitos na maquinaria de segregacao cromossomica tais como deficiéncias nos
genes que controlam o ciclo celular, falha do fuso mitético, cinet6coro, ou outras partes
do aparato mitdtico ou por danos até subestruturas cromossdmicas, rompimento
mecanico (ALBERTINI et al., 2000) e hipometilacdo do DNA centromérico (FENECH et
al., 2005). Micronucleos podem também surgir por amplificagdo génica via ciclos de
quebra-fusdo-ponte (breakage-fusion-bridge - BFB), quando o DNA amplificado esta
seletivamente localizado em locais especificos da periferia do nucleo e eliminado via
brotamento nuclear (nuclear budding — NBUD) durante a fase S do ciclo celular
(FENECH, 2002). O destino do MN apds a sua formag¢do na célula micronucleada é
pobremente entendido. Seu destino pds-mitdtico inclui: (i) eliminacdo da célula
micronucleada como uma consequéncia do apoptose (DECORDIER et al.,, 2002), (ii)
expulsdo da célula (quando o DNA dentro do MN ndo é esperado para ser funcional ou
capaz de replicagdo devido a auséncia dos componentes citoplasmaticos necessarios);
(iif) reincorporacdo dentro do nucleo principal (quando o cromossomo reincorporado
pode ser indistinguivel daqueles do nucleo principal e pode retomar a atividade
biologica normal); (iv) retencdo dentro do citoplasma da célula como uma entidade
extra-nuclear (quando o MN pode completar um ou mais rodadas de replicacdo

cromossomica/DNA) (LEACH & JACKSON-COOK, 2004).

3.3. Plantas medicinais como op¢ao para doencas veterinarias gastrointestinal e

respiratdria
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Um padrio elevado de saide animal e bem-estar tem sido o alvo na pecuaria
moderna. A sauide no inicio da vida representa uma pré-condicdo para uma constituicdo
superior e resulta em uma alta produtividade mais tarde na vida. O sistema imunitario
dos mamiferos ainda estd imaturo nas primeiras semanas de vida e, em combinacao
colostral inadequada, o contato com agentes patogénicos resulta frequentemente em
elevada morbidade e mortalidade em animais jovens de criacdo. O manejo inadequado,
incluindo transporte de longa distancia, jejum, mistura de individuos de diferentes
fontes, mudancas abruptas na dieta ou dieta incorreta, superlotagdo de currais, clima
impréprio e higiene sub6ptima estido crucialmente envolvidos em doencas infecciosas
(CUSACK et al., 2003; DONOVAN et al., 1998; FAIRBROTHER et al.,, 2005; MEGANCK et
al,, 2014; TAYLOR et al,, 2010ab). Em bezerros e leitoes, os primeiros locais de contato
para patogenos sdo os epitélios do trato gastrointestinal e respiratério. Quatro dos mais
importantes complexos de doencas infecciosas em bezerros e leitdes (diarreia de
bezerros neonatal, doencga respiratéria bovina, diarreia de leitdo neonatal, diarreia pos-
desmame, e complexo de doenga respiratéria porcina) levam a uma diminui¢cdo do
desempenho e do bem-estar dos animais e, portanto, elevadas perdas econémicas.

Em bezerros e leitdes, uma variedade de agentes patogénicos pode causar
doencas gastrointestinais. A diarreia neonatal do bezerro representa a causa mais
frequente de perdas de bezerros (LORENZ et al, 2011ab; MEGANCK et al., 2014;
WINDEYER et al., 2014) com uma mortalidade de cerca de 55% nos EUA e na Coréia
(CHO & YOON, 2014), e uma morbidade variando de 12% nos EUA, 23% no Canada e até
53% nos Paises Baixos (BARTELS et al., 2010; DONOVAN et al., 1998; WINDEYER et al,,
2014). O suplemento colostral insuficiente e falha de alimentagdo ou dieta inadequada
sdo desencadeadores para diarreia em bezerros (KASKE et al., 2009; LUGINBUHL et al.,
2005; UHDE et al., 2008). Nos leitdes de aleitamento e p6s-desmame, uma infeccdo com
cepas de Escherichia coli enterotoxigénica tem sido relatada para levar a perdas
econdmicas elevadas como resultado de uma alta morbidade e mortalidade constante
(THOMSON et al,, 2012). As infecg¢des por Escherichia coli produtoras de verocitotoxinas
podem levar, embora raramente, a uma doenca de edema severa em porcos
desmamados (FAIRBROTHER & GYLES, 2012; FRYDENDAHL, 2002; ROSSI et al., 2014).
A prevaléncia de diarreia pdés-desmame foi relatada como sendo de 35% na Franca
(MADEC et al., 1998), a morbidade foi declarada superior a 50% na Finlandia (LAINE et
al,, 2008), e a mortalidade pode ser tdo alta quanto 25% sem terapia (FAIRBROTHER &
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GYLES, 2012). A incidéncia de diarreia neonatal em leitdes depende da concentragao de
anticorpos no colostro porcino. Enquanto os leitdes sdo protegidos pelos anticorpos no
leite porcino, a predisposicdo para diarreia poés-desmame aumenta com o desmame.
Fatores adicionais para a lacuna imunolégica, incluindo mudangas abruptas na dieta, um
aumento no pH do estébmago e alteragdes na configuragcdo enzimatica e celular do
intestino levam a disbiose (FAIRBROTHER et al., 2005, 2012; ROSSI et al., 2012).

As doencas respiratérias em bezerros e leitdes foram avaliadas como uma das
doencas mais graves no que diz respeito a perdas financeiras devido a diminui¢do do
ganho de peso, custos para intervencgoes veterinarias e maior condenagao no abate (VAN
ALSTINE, 2012). Em bovinos de engorda, a doenca respiratéria bovina é um desafio
consideravel, com uma morbidade que varia de 49% na Suica a 80% nos EUA (BAHLER
et al, 2012; HILTON, 2014). Existe uma disposicdo do trato respiratério bovino a
doencas respiratorias. O microclima impréprio, os gases nocivos e a perturbacgido através
do transporte sio fatores predisponentes adicionalmente (KASKE et al., 2012; STOBER
et al,, 2002). Doengas respiratdrias também sdo de grande importancia em suinos. As
taxas de morbidade diferem entre os paises; uma morbidade de 10 e 40% foi relatada
para a Dinamarca e para os EUA, respectivamente (HARMS et al,, 2002; HANSEN et al,,
2010). Taxas de mortalidade até 15% (CHOI et al,, 2003) foram relatadas e atribuidas
com o complexo de doenca respiratorio porcino. A interacdo de varios patégenos, bem
como as condi¢des de habitagdo, gestdo e fatores genéticos, foram relatados para causar
broncopneumonia (CHOI et al., 2003; HANSEN et al., 2010)

A terapia antibidtica é frequentemente a terapia de primeira linha de doengas do
trato gastrintestinal e respiratério em bezerros e leitdes. Um estudo publicado
anteriormente mostrou que os bezerros de engorda recebem antibi6ticos por 30 dias em
média. Além disso, os bezerros sdo frequentemente tratados com antibiéticos de reserva
como fluoroquinolonas e cefalosporinas da 32 e 42 geracao (BEER etal., 2015).

Na producdo de suinos, a administragdo pro- e meta-filatica de rotina de agentes
antimicrobianos é uma pratica amplamente utilizada em rebanhos que sofrem de
diarreia neonatal, diarreia pds-desmama ou doenca de edema independentemente do
aumento da ineficacia em consequéncia da resisténcia bacteriana (FAIRBROTHER et al,,
2005). Mais de 60% dos antibiéticos utilizados na criagdo de suinos sdo administrados
por tratamento em grupo oral (PENDL et al,, 2015). Os dados sobre a monitoriza¢do da

resisténcia antimicrobiana indicaram que 59% das cepas de Escherichia coli porcinas de
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amostras fecais apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético e 12% a mais de
quatro dos antibi6ticos que foram investigados (EDI & BLV, 2013). Com relagdo ao
aumento da resisténcia antimicrobiana em todo o mundo, a questdo predominante da
reducdo de antibidticos em animais produtores de alimentos estd buscando novas
opg¢des para prevenir e curar doencas mais comuns e dispendiosas. A melhoria da
biosseguranca e das condicoes de habitacdo, os novos regimes de alimentacdo, as
vacinacdes e a utilizacdo de racas resistentes as doencas sio disposicoes importantes.

A etiopatologia e sintomatologia diversa de doengas em animais jovens é um
desafio e exige uma terapia multi-alvo. Em contraste com os farmacos mono-alvo
sintetizados quimicamente, as caracteristicas do firmaco multi-alvo sdo tipicas para
plantas medicinais com base na sua composicdo multicomponente, o que pode levar a
efeitos pleiotropicos, sinérgicos ou aditivos no organismo (WAGNER & ULRICH-
MERZENICH, 2009; WILLIAMSON, 2001). O amplo espectro de produtos naturais de
plantas representa um potencial prevalecente e amplamente desempregado
especialmente para medicacdo de herbivoros e animais omnivoros (REICHLING &
SALLER, 2001). As plantas medicinais tém sido utilizadas em todo o mundo para a
prevencdo e tratamento de doencas em seres humanos e animais durante séculos. A
pesquisa etnoveterindria e os documentos subjacentes que descrevem o uso tradicional
e recente de plantas medicinais (DISLER et al., 2014; MAYER et al.,, 2014; SCHMID et al,,
2012) poderiam ser exploradas como ferramentas alternativas ou de suporte para
reduzir o uso de antibidticos nos animais. Adicionalmente, sabe-se que algumas plantas
medicinais modulam o sistema imunitario e a inflamacdo e podem ser usadas como
profilaxia para doencas infecciosas.

Em recente revisao sistematica (AYRLE et al., 2016), foram identificadas espécies
comuns de plantas medicinais como uma potencial op¢do terapéutica futura para
doengas gastrointestinais e respiratérias em bezerros e leitdes. Os efeitos versateis de
plantas medicinais como “farmacos multi-alvo” podem ter um potencial para o
tratamento de doencas respiratorias e gastrointestinais em bezerros e leitdes, com base
nas suas composicdes multi-componente especificas para plantas. As plantas medicinais
sdo improvaveis para substituir os medicamentos quimicos, como regra geral, mas eles
podem ser um unico ou pelo menos um tratamento complementar. Em conjunto com a
habitacdo, alimentacdo e higiene, as plantas medicinais fazem parte de uma opgdo

natural sustentdvel para melhorar a satide animal e reduzir o uso de antimicrobianos na
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pecudria. Contudo, resultados fornecem suporte para a necessidade de investigacdo
adicional in vitro, in vivo e clinico focado em fitoterapia para doencas emergentes e
desafiantes recentemente em gado. Embora uma grande quantidade de estudos sobre
espécies de plantas medicinais estd disponivel, a maioria dos estudos clinicos e
experimentais foram realizados em seres humanos e animais de experimentacdo. Sao
necessarias mais pesquisas para avaliar o potencial das plantas medicinais para o
tratamento de animais de fazenda. Dados recentes fornecem orientacdo sobre plantas
medicinais promissoras para futuras investigacbes em gado: os candidatos mais
promissores para doencas gastrointestinais sdao Allium sativum L., Mentha x piperita L. e
Salvia officinalis L.; para doencas do trato respiratério, Echinacea purpurea (L.)
MOENCH, Thymus vulgaris L. e Althea officinalis L. foram os mais promissores, e
Echinacea purpurea (L.) MOENCH, Camellia sinensis (L.) KUNTZE, Glycyrrhiza glabra L. e
Origanum vulgare L. foram identificados como os melhores candidatos para a modulagao

do sistema imunolégico e da inflamacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Fitoterapico

Extrato fluido da folha de Salvia officinalis L. foi obtido comercialmente e
armazenada de acordo com as recomendacdes do fabricante [CEVS No. 355400301-211-
000001-1-6, Reg. IBAMA 5535531, BioTae Ind. e Com. de Insumos Farmacéuticos
Cosméticos e Alimenticios Ltda-ME, Tatui, SP, Brasil]. Aliquotas (0,5 L) desse extrato
foram submetidas ao processo de remocdo de solvente por evaporagdo rotativa (40
rpm) (Rotary Evaporator RV 10 Control V, IKA® Works, Inc., USA) acoplado em sistema
de aquecimento (40 °C) (Heating Baths HB10, IKA® Works, Inc., USA), bomba de vacuo
(175 mbar) (Chemistry diaphragm pump MD 1C, VACUUBRAND GMBH + CO KaQ,
Wertheim, Germany), recirculador e destilador de 4gua (10 °C) (Banho
Ultratermostatizado Microprocessado Digital, SPLABOR, céd. # SP-152/10, Presidente
Prudente, SP, Brasil) e garrafa de evaporac¢do (RV 10.85 Evaporation Flask, NS 29/32-2L,
IKA® Works, Inc., USA). O produto final foi transferido para um frasco de reagao de 0,5 L
(SCHOTT® DURAN®) e mantido a -20 °C por 24 horas a fim de avaliar o congelamento
do produto final e a eficacia do processo de evaporacdo do solvente (ANVISA, 2010;
BORIOLLO et al, 2014ab). Em seguida, aliquotas (20 mL) do produto final foram
transferidas para frascos de vidro tipo penicilina (50 mL) e liofilizadas (0.12 mbar at
-50 °C) (Lyophilizer model Alpha 1-2 LDPlus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH®, Germany) e suas massas secas foram medidas (Electronic Analytical Balance
AUW-220D, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). O produto final liofilizado foi preparado em
solvente aquoso (agua tipo 1, Sistema Milli-Q Direct 8, Millipore Industria e Comércio
Ltda., Barueri, SP, Brasil) em concentracdo de 1x (solucdo a 10%), esterilizado por
filtragao (Millipore Corporation, hydrophilic Durapore® PVDF, 0,22 um, @ 47 mm, cat. #
GVWP 047 00), e estocados em tubos estéreis de polipropileno (50 mL) a =70 °C até o

momento de uso.

4.2. Sistema - teste in vivo

Camundongos heterogenéticos Swiss albinus (Unib:SW) adultos jovens (entre 7 e

12 semanas - periodo pubere), machos e fémeas, com massa corporal entre 30 ge 40 g
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(i.e., a variacdo de peso entre os animais, para cada sexo, ndo devera exceder a + 20% da
massa média) e saudaveis, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biologica, Area da Ciéncia Animal de Laboratério, UNICAMP (CEMIB,
http://www.cemib.unicamp.br), e mantidos no Biotério Central da Universidade de
Alfenas (UNIFENAS), foram utilizados no teste do micronucleo em eritrécitos da medula
6ssea (BORIOLLO et al, 2014ab.; CHORILLI et al,, 2007; CSGMT, 1986).

Os animais foram mantidos em grupos do mesmo sexo, em caixas de
polipropileno, em ambiente climatizado a 22 °C £3 °C, umidade relativa do ar igual a
50% * 20%, e em ciclos de luminosidade de 12 horas (i.e, 12 horas claro/12 horas
escuro). Esses animais foram tratados com ra¢do comercial Labina Purina® (Nestlé
Purina Petcare Company) e agua ad libitum, e aclimatados as condi¢des do laboratoério
por 7 dias (periodo de triagem) antes da realizacdo do experimento. Ao final do periodo
de triagem, a massa corporea de cada animal foi mensurada e, de acordo com a massa,
recebeu 2 mL do liquido indicado para cada 100g de massa corporal (controle negativo,
controle positivo e extrato vegetal). Apds o tratamento experimental, os animais foram
eutanasiados por asfixia com CO2 em camaras adaptadas acrilicos (BORIOLLO et al,,
2014ab; KRISHNA & HAYASHI, 2000). Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Animais da UNIFENAS (CEPEAU Protocolo N2. 27A/2016).

4.3. Grupos experimentais

Grupos de animais (consistindo em 5 machos e 5 fémeas) foram tratados
utilizando um regime de dosagem tnico administrado por gavagem (controle negativo e
extrato fluido da folha de Salvia officinalis L. liofilizado e solubilizado em agua tipo 1 —
SO) ou intraperitoneal (ciclofosfamida e cloridrato de doxorrubicina) e dois tempos de
eutandsia (24 e 48 h), baseado na regulamentacdo sobre o ensaio de micronucleo in vivo
(BORIOLLO et al., 2014ab; CSGMT, 1986; KRISHNA & HAYASHI, 2000; OECD, 1997):
= Grupos controle: 150 mM NaCl (controle negativo), 50 mg/Kg de Ciclofosfamida
(controle positivo: CP, Cat. # C0768 Sigma Aldrich, CAS no. 50-18-0) (KRISHNA et al,,
1995; WAKATA et al, 1989) e 5 mg/Kg de cloridrato de doxorrubicina
(quimioterapéutico: DXR, Eurofarma Laboratérios Ltda., CAS no. 23214-92-8)
(BORIOLLO et al., 2014ab; VENKATESH et al., 2007);
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» Teste de genotoxicidade (extrato vegetal): 500, 1.000 e 2.000 mg/Kg de SO. A dose
maxima tolerada (MTD) de SO foi definida como (i) a dose mais elevada que pode ser
administrada sem induzir letalidade ou toxicidade excessiva durante o estudo causando
eutandsia, ou (if) uma dose que produz algumas indica¢des de toxicidade da medula
0ssea (por exemplo, uma reducdo na proporc¢ao de eritrocitos imaturos entre eritrécitos
totais na medula dssea), ou (iii) 2.000 mg/Kg (KRISHNA & HAYASHI, 2000; OECD, 1997).
= Teste de antigenotoxicidade: 500 mg/Kg de SO + 5 mg/Kg de DXR (BORIOLLO et al,,
2014ab; VENKATESH et al., 2007).

4.4, Processamento da medula 4ssea e analise celular

Logo apds a eutandsia, os fémures foram cirurgica e assepticamente removidos e
os animais foram apropriadamente descartados. Cada fémur foi seccionado na
extremidade proximal e o contetido do canal medular foi lavado com 1,5 mL de solugido
de 150 mM NacCl e transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL (BORIOLLO et al,,
2014ab; KRISHNA & HAYASH]I, 2000; OECD, 1997; ZAMBRANO et al,, 1982).

Esse material foi ressuspendido com o auxilio de uma pipeta Pasteur a fim de
assegurar uma distribui¢do ao acaso das células da medula dssea. Entdo, a suspensao foi
centrifugada a 1.000 rpm (Centrifuga de Bancada Microprocessada Mod. NT 810, Nova
Técnica Ind. Com. Equipamentos p/ Laboratério Ltda., Piracicaba, SP, Brasil) por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi ressuspendido em
500 pL de solugdao de 150 mM NacClI adicionado de formaldeido a 4%. As laminas foram
preparadas por meio de esfregaco (2 laminas por animal), secas a temperatura ambiente
por 24 horas, e coradas em cuba de coloragdo contendo corante de Leishman eosina-azul
de metileno [corante puro por 3 min, seguido pelo corante diluido em agua destilada
(1:6) por 15 min], a fim de diferenciar eritrécitos policromaticos (EPC) de eritrécitos
normocromaticos (ENC).

Os EPCs foram observados em aumento de 1.000x empregando-se microscopia
optica (Nikon Eclipse E-200), contados (no minimo 2.000 EPCs anucleados per animal
foram avaliados quanto a incidéncia de EPCs micronucleados), com o auxilio de um
contador de células digital (Contador Diferencial CCS02, Kacil Industria e Comércio
Ltda., PE, Brasil), e fotografados (Camera Digital 8.1 Megapixels DC FWL 150). O nimero

de EPCs e ENCs e o niumero e a frequéncia de EPCs micronucleados foram relatados. A
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fim de avaliar a toxicidade da medula 6ssea, a razido entre EPCs e ENCs também foi

observada (BORIOLLO et al., 2014ab; KRISHNA & HAYASHI, 2000; OECD, 1997).

4.5, Analise estatistica

Os dados obtidos no ensaio do micronicleo foram submetidos a andlise da
variancia one-way (ANOVA), em delineamento inteiramente casualizado no esquema
fatorial 7 x 2 x 2 (tratamento X sexo X tempo), e comparacdo de médias por meio do

teste de Tukey (o = 0,05) empregando o sistema computacional SAS® versao 9.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os nimeros e frequéncias de EPCMNs e a razdo de EPC/ENC
na medula dssea de camundongos foram analisados estatisticamente para cada um dos
grupos de animais tratados com SO — ensaio genotoéxico (0,5, 1,0 e 2,0 g/kg de SO) —e
para cada um dos grupos tratados com SO e o agente quimioterapéutico DXR — ensaio

antigenotoxico (0,5 g/kg de SO + 5 mg/kg de DXR) —, bem como para os grupos de

controle, NaCl (150 mM) controle negativo e ciclofosfamida (50 mg/kg) controle
positivo (Tabela 1). Para os grupos de animais tratados com SO, a andlise dos EPCMNs (n
e %) apresentou diferencas significativas (p < 0,05) entre as doses de tratamento de
1.000 e 2.000 mg/kg [valores % médios de 1,24 +0,57 (24 h) e 1,48 +0,36 (48 h) para
1.000 mg/kg; 1,35 £0,75 (24 h) e 2,47 10,48 (48 h) para 2.000 mg/kg] e controle
negativo (NaCl) [valores % médios de 0,50 +0,15 (24 h) e 0,50 +0,10 (48 h)]. Estes
resultados sugerem que a SO apresenta uma leve genotoxicidade, dependentemente da
dose administrada, mas independente do sexo do animal (macho ou fémea) ou do tempo
de tratamento (24 ou 48 h). Os camundongos tratados com 5 mg/kg de DXR induziram
significativamente EPCMNs em 24 e 48 h apds o tratamento e em ambos o0s sexos
[valores % médios de 2,61 0,28 (24 h) e 2,83 £0,24 (48 h)]. As frequéncias de EPCMNs
no grupo DXR foram significativamente (p < 0,05) menores do que as observadas no
grupo de controle positivo CP (50 mg/kg) [valores % médios de 4,43 £0,77 (24 h) e 3,05
+0,88 (48 h)]. Também pode-se observar que ndo houve reducdo significativa do
EPCMNs (p < 0,05) quando se administrou SO (500 mg/kg) em combina¢do com o
agente quimioterapéutico DXR (5 mg/kg), sugerindo a auséncia de efeitos
antigenotoxicos (anticlastogenicidade e antianeugenicidade) [valores % médios de 2,15
10,40 (24 h) e 2,55 +0,45 (48 h)]. Portanto, SO ndo proporcionou protecdo contra os
efeitos genotdxicos induzidos pelo DXR na medula o6ssea de camundongos,
independentemente do tempo de tratamento (24 ou 48 h) ou do género do animal.

A andlise da razao entre EPC/ENC nao indicou diferencas significativas (p < 0,05)
entre o agente quimioterapéutico DXR [valores médios de 0,99 0,00 (24-48 h)] e todas
as doses de SO [valores médios de 1,00 +0,00 (24-48 h) para 500 mg/kg, de 0,99 0,00
(24-48 h) para 1.000 mg/kg, e de 0,99 0,01 (24 h) e 0,99 0,00 (48 h) para 2.000
mg/kg] ou controle negativo (NaCl) [valores médios de 0,99 +0.00 (24 h) e 1.00 +0.00
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(48 h)] ou controle positivo (CP) [valores médios de 0.98 £0.00 (24-48 h)]. A razao
EPC/ENC observada ap6s tratamento com SO (500 mg/kg) e DXR (5 mg/kg) [valores
médios de 0,99 0,00 (24-48 h)] em ensaios antigenot6xicos ndo mostraram diferencgas
significativas (p < 0,05) em compara¢do com o controle negativo. Estes resultados
sugerem que SO combinado com o agente quimioterapéutico, DXR, nao induz qualquer
efeito citotoxico, independentemente do género do animal (macho ou fémea) ou do
tempo de tratamento (24 ou 48 h).

A Salvia officinalis (salvia) é uma planta da regido mediterranica que é
comumente usada como condimento e como agente anti-inflamatério, antioxidante e
antimicrobiano devido as suas atividades biolégicas. Manool é o mais abundante micro-
metabolito encontrado em o6leos essenciais e extratos de Salvia officinalis. Portanto,
efeito antigenotdxico foi observado através o ensaio do micronticleo, do composto
isolado manool (diterpeno) em fibroblastos de pulmdo de hamster chinés (V79) e
células de hepatoma humano (HepG2), em concentragdes de 0,5-6,0 pg/mL e 0,5-8,0
pg/mL. Onde, o manool exibiu um efeito protetor contra o dano cromossémico induzido
por metanossulfonato de metilo (MMS, 44 pg/mL) em células HepG2, mas ndo em
células V79. Estes dados sugerem que o metabolito manool pode ser responsavel pelo
efeito antigenotdxico observado em células HepG2 (ABU-DARWISH et al., 2013).

Pesquisas foram realizadas a fim de examinar as atividades citotoxicas in vitro, do
extratos de metanol bruto preparado a partir de Salvia officinalis, em linfoma de células
B ndo Hodgkin (Raji) e linfoma de mondcitos leucémicos humanos (U937), leucemia
humana mielocitica aguda (KG-1A) e linhagens celulares endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC). O extrato de Salvia officinalis, de uma maneira dose e tempo-
dependentes, mostrou-se inibir a proliferagdo de células de linfoma e leucemia
possivelmente através de uma via dependente de apoptose (ZARE SHAHNEH et al,
2013).

Os principais compostos fitoquimicos encontrados nos 6leos de S. officinalis
foram 1,8-cineol (39,5-50,3%) e canfora (8,8-25,0%), onde os 6leos revelaram atividade
antifingica (leveduras, dermatofitos e cepas de Aspergillus). Esses dados foram
observados a partir da avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio. O potencial anti-inflamatério, avaliado por
medicdo da producdo de 6xido nitrico utilizando macréfagos de camundongos

estimulados com lipopolissacarideos in vitro, mostrou que as concentracées bioativas de
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6leos de S. officinalis ndo afetam a viabilidade de macréfagos e queratindcitos de
mamiferos tornando-os adequados para serem incorporados em formulacdes de
cuidados da pele para fins cosméticos e farmacéuticos (HAYOUNI et al., 2008).

Trés quinonas diterpendides (royleanona-SAR3, hor-minona-SAR 26 e acetil-hor-
minona-SAR 43) isoladas das raizes de Salvia officinalis foram avaliadas quanto a
citotoxicidade, isto é, atividade citotéxica e danos ao DNA em células de carcinoma de
c6lon humano (Caco-2) e hepatoma de células humana (HepG2) cultivadas in vitro.
Todos os compostos testados induziram rupturas de cadeia de DNA em ambos os tipos
de células a partir de concentracdes >1x10-7-1x10-¢ mol/l. A cinética da reintegracao de
DNA revelou que as rupturas de DNA induzidas por SARs foram reparadas muito

lentamente (HAMIDPOUR et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo relata informagdes com énfase na mutagénese,
especialmente nos possiveis efeitos genotoxicos e antigenotdxicos do extrato fluido da
folha de Salvia officinalis L. utilizando o ensaio do microntcleo in vivo em medula 6ssea
de camundongos, que até recentemente tem sido objeto de pouca pesquisa. Os
resultados sugerem a presenca de uma leve genotoxicidade (clastogenicidade e
aneugenicidade) de SO [dose dependente (1,0-2,0 g/kg), mas tempo (24-48 h) e sexo
independente (masculino e feminino)]. Observou-se auséncia de toxicidade sistémica
(aguda e cronica na medula 6ssea) nas condi¢des de teste do microntcleo pelos dados
da proporc¢do de EPC/ENC. O tratamento combinado de SO (0,5 g/kg) e DXR (5 mg/kg)
mostrou efeitos genotdxicos (clastogenicidade e aneugenicidade), no entanto, ndo houve
qualquer aumento na citotoxicidade, sugerindo que o extrato fluido da folha de SO, pode
ser genotdxico, mas ndo apresenta citotoxicidade, independentemente do tempo (24-48
h) e género do animal (masculino e feminino).

Devem ser realizados mais estudos que envolvam a avaliacdo da genotoxicidade
de extratos e compostos fitoquimicos extraidos da Salvia officinalis L., incluindo ensaios
de mutagenicidade com teste Salmonella typhimurium (teste de Ames) como indicador
do potencial de carcinogenicidade para mamiferos, teste de mutacdo genética em células
de mamiferos (ensaio de linfoma de camundongos), testes citogenéticos de aneuploidia
in vitro, testes do microniucleo em células cultivadas in vitro, testes de hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH) para mutagénese, ensaio do cometa para detectar danos e
reparo do DNA em células individuais, e testes gendmicos e protedmicos funcionais para
mutagénese (microarrays de cDNA e outras andlises de matriz) para caracterizar
potenciais efeitos genotdéxicos e antigenotdxicos, e os mecanismos moleculares
envolvidos. Além disso, devem ser realizados estudos para estabelecer limites para o
consumo humano, delinear potenciais riscos para a saide humana e fornecer estratégias

racionais para a implementacdo de medidas de quimioprevencgao.



33

7 REFERENCIAS

ABU-DARWISH, M S et al. Essential oil of common sage (Salvia officinalis L.) from Jordan:
assessment of safety in mammalian cells and its antifungal and anti-inflammatory

potential. BioMed research international, New York, v. 2013, n. 538940, oct. 2013.

ALBERTINI, R ] et al. IPCS guidelines for the monitoring of genotoxic effects of
carcinogens in humans. Mutation Research, Amsterdam, v. 463, n. 2, p. 111-172, aug.
2000.

ALVES, ] M et al. In vivo protective effect of Copaifera langsdorffii hydroalcoholic extract
on micronuclei induction by doxorubicin. Journal of Applied Toxicoly: JAT,

Philadelphia, v. 33, n. 8, p. 854-60, aug. 2013.

AMES, B N. Dietary carcinogens and anticarcinogens: oxygen radicals and degenerative

diseases. Science, New York, v. 221, n. 4617, p. 1256-1264, sept. 1983.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria / Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ.

Farmacopéia Brasileira. Brasilia, 2010.

AVATO, P et al. Glandular hairs and essential oils in micro propagated plants of Salvia

officinalis L. Plant Science, Merced, v. 169, p. 29-36, mar. 2005.

AYATOLLAHI, A et al. Two flavones from Salvia leriaefolia. Iranian Journal of

Pharmaceutical Research, Tehran, v. 8, n. 3, p. 179-184, mar. 2009.

AYRLE, H et al Medicinal plants-prophylactic and therapeutic options for
gastrointestinal and respiratory diseases in calves and piglets? A systematic review.

BMC veterinary research, London, v. 6, n. 12, p. 89-120, mar. 2016.

BAHLER, C et al. Risk factors for death and unwanted early slaughter in Swiss veal calves
kept at a specific animal welfare standard. Research in veterinary science, London, v.

92,n.1, p. 162-168, feb. 2012.

BARANAUSKIENE, R et al. Influence of harvesting time on the yield and chemical
composition of sage (Salvia officinalis L.). Foodbalt, Kaunas, p. 105-109, 2011.



34

BARICEVIC, D et al. Topical anti-inflammatory activity of Salvia officinalis L. leaves: The
relevance of ursolic acid. Journal of ethnopharmacology, Lausanne, v. 75, n. 2-3, p.

125-132, may 2001.

BARTELS, C ] et al. Prevalence, prediction and risk factors of enteropathogens in normal
and non-normal faeces of young Dutch dairy calves. Preventive veterinary medicine,

Amsterdam, v. 93, n. 2-3, p. 162-169, feb. 2010.

BEER, G et al. Antibiotikaeinsatz in der Schweizer Kilbermast. Schweiz Arch

Tierheilkd, Berlin, v. 157, n. 1, p. 55-57, jan. 2015.

BERMUDEZ, | A Z. Industria farmacéutica, estado e sociedade. In: SIMOES, C M O et al.

(ed). Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto Alegre: UFRS, 1995.

BORIOLLO, M F G et al. Evaluation of the mutagenicity and antimutagenicity of Ziziphus
joazeiro Mart.bark in the micronucleus assay. Genetics and Molecular Biology,

Ribeirdo Preto, v. 37, n. 2, p. 428-438, apr. 2014a.

BORIOLLO, M F G et al. Nongenotoxic effects and a reduction of the DXR-induced
genotoxic effects of Helianthus annuus Linné (sunflower) seeds revealed by
micronucleus assays in mouse bone marrow. BMC Complementary and Alternative

Medicin, London, v. 14, n. 121, p. 1-15, apr. 2014b.

CHANDRASEKARAN, C V et al. Evaluation of the genotoxic potential of standardized
extract of Glycyrrhiza glabra (GutGard™). Regulatory Toxicology and Pharmacology,
New York, v. 61, n. 3, p. 373-380, dec. 2011.

CHO, Y I & YOON, K J. An overview of calf diarrhea - infectious etiology, diagnosis, and

intervention. Journal of veterinary science, Seoul, v. 15, n. 1, p. 1-17, dec. 2014.

CHOI, Y K et al. Retrospective analysis of etiologic agents associated with respiratory
diseases in pigs. The Canadian veterinary journal, Ottawa, v. 44, n. 9, p. 735-737, sept.
2003.

COLLABORATIVE STUDY GROUP FOR THE MICRONUCLEUS TEST-CSGMT. Sex
differences in the micronucleus test. Mutation Research, Amsterdam, v. 172, n. 2, p.

151-163, nov. 1986.



35

CROTEAU, R et al. Relationship of camphor biosynthesis to leaf development in sage
(Salvia officinalis). Plant physiology, Lancaster, v. 67, p. 820-824, apr. 1981.

CUSACK, P M et al. The medicine and epidemiology of bovine respiratory disease in

feedlots. Australian veterinary journal, Oxford, v. 81, n. 8, p. 480-487, aug. 2003.

DECORDIER, I et al. Elimination of micronucleated cells by apoptosis after treatment

with inhibitors of microtubules. Mutagenesis, Swansea, v. 17, n. 4, p. 337-344, jul. 2002.

DISLER, M et al. Ethnoveterinary herbal remedies used by farmers in four north-eastern
Swiss cantons (St. Gallen, Thurgau, Appenzell Innerrhoden and Appenzell
Ausserrhoden). Journal of ethnobiology and ethnomedicine, London, v. 10, n. 32, mar.

2014.

DONOVAN, G A et al. Associations between passive immunity and morbidity and
mortality in dairy heifers in Florida, USA. Preventive veterinary medicine, Amsterd3,
v.34,n.1, p. 31-46, feb. 1998.

EIDGENOSSISCHES DEPARTEMENT DES INNERN, EDI, BUNDESAMT FUR
LEBENSMITTELSICHERHEIT UND VETERINARWESEN, BLV. ARCH Bericht iiber den
Vertrieb von Antibiotika in der Veterinar medizin und das Antibiotika resistenz

monitoring bei Nutztieren in der Schweiz. [S.l.: s.n.], 2013.

FAIRBROTHER, ] M ; GYLES, C L: Colibacillosis. In: ZIMMERMAN, ] | et al. (ed). Diseases
Of Swine. Oxford: John Wiley & Sons, 2012.

FAIRBROTHER, ] M et al. Escherichia coli in postweaning diarrhea in pigs: an update on
bacterial types, pathogenesis, and prevention strategies. Animal health research

reviews, New York, v. 6,n. 1, p. 17-39, jun. 2005.

FARNSWORTH, N R et al. Medicinal plants in therapy. Bulletin of the World Health
Organization, Geneva, v. 63, n. 6, p. 965-981, nov. 1985.



36

FENECH, M et al. Low intake of calcium, folate, nicotinic acid, vitamin E, retinol, beta-
carotene and high intake of pantothenic acid, biotin and riboflavin are significantly
associated with increased genome instability-results from a dietary intake and
micronucleus index survey in South Australia. Carcinogenesis: Integrative Cancer

Research, New York, v. 26, n. 5, p. 991-999, may 2005.

FENECH, M; CROTT, ] W. Micronuclei, nucleopasmic bridges and nuclear buds induced in
folic acid deficient human lymphocytes - evidence for breakage-fusion-bridge cycles in
the cytokinesis-block micronucleus assay. Mutation Research, Amsterdam, v. 504, n. 1-

2, p. 131-136, jul. 2002.

FENECH, M; MORLEY, A A. Measurement of micronuclei in lymphocytes. Mutation
Research, Amsterdam, v. 147, n. 1-2, p. 29-36, feb. 1985.

FRYDENDAHL, K. Prevalence of serogroups and virulence genes in Escherichia coli
associated with postweaning diarrhoea and edema disease in pigs and a comparison of
diagnostic approaches. Veterinary microbiology, Amsterdam, v. 85, n. 2, p. 169-182,
mar. 2002,

GARCIA, E S. et al. Fitoterapicos. In: SIMOES, C. et al. (ed). Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Porto Alegre: UFRS, 1996.

HADRI, A et al. Cytotoxic activity of a-humulene and transcaryoB@phyllene from Salvia
officinalis in animal and human tumor cells. Anales de la Real Academia Nacional de

Farmacia, Madrid, v. 76, n. 3, p. 343-356, feb. 2010.

HAIOUNY, E A et al. Tunisian Salvia officinalis L. and Schinus molle L. essential oils: Their
chemical compositions and their preservative effects against Salmonella inoculated in
minced beef meat. International Journal of Food Microbiology, Amsterd3, v. 125, n. 3,

p. 242-251, apr. 2008.

HAMIDPOUR, M et al. Chemistry, pharmacology, and medicinal property of sage (salvia)
to prevent and cure illnesses such as obesity, diabetes, depression, dementia, lupus,
autism, heart disease, and cancer. Journal of traditional and complementary

medicine, Amsterdam, v. 4 n. 2, p. 82-88, apr. 2014.



37

HANSEN, M S et al. An investigation of the pathology and pathogens associated with
porcine respiratory disease complex in Denmark. Journal of comparative pathology,

London, v. 143, n. 2-3, p. 120-131, aug. 2010.

HARMS, P A et al. Three cases of porcine respiratory disease complex associated with
porcine circovirus type 2 infection. Journal of Swine Health and Production, Perry, v.

10,n.1, p. 27-30, jan. 2002.

HILTON, W M. BRD in 2014: where have we been, where are we now, and where do we
want to go? Animal health research reviews, New York, v. 15, n. 2, p. 120-122, dec.

2014.

HUSSAIN, A et al. Antioxidant attributes of four Lamiaceae essential oils. Pakistan

Journal of Botany, Islamabad, v. 43, n. 2, p. 1315-1321, feb. 2011.

INDART, A et al. Clastogenic and cytotoxic effects of lipid peroxidation products
generated in culinary oils submitted to thermal stress. Food and Chemical Toxicology,

Oxford, v. 45, n. 10, p. 1963-1967, may 2007.

ITANI, W S et al. Anti colon cancer components from Lebanese sage (Salvia Libanotica)
essential oil. Cancer biology and therapy, Georgetown, v. 7, n. 11, p. 1765-1773, nov.
2008.

KAMATOU, P et al. Antioxidant, anti@inflammatory activities and HPLC analysis of South
African Salvia species. Food Chemistry, Lausanne, v. 119, n. 3, p. 684-688, jun. 2010.

KASKE, M et al. Die enzootische Bronchopneumonie des Kalbes - ein Update.

Praktischer Tierarzt, Berlin, v. 93, p. 232-245, aug. 2012.

KAUR, S et al. The in vitro cytotoxic and apoptotic activity of Triphala-an Indian herbal
drug. Journal of Ethnopharmacology, Lausanne, v. 97, n. 1, p. 15-20, feb. 2005.



38

KERMANSHAH, H et al. In vitro evaluation of antibacterial activity of hydroalcoholic
extract of Salvia officinalis and Pimpinella anisum against cariogenic bacteria. Journal of

Dental Medicine, Tehran, v. 22, n. 2, p. 149-154, abr. 2009.

KHAN, A et al. Antidiarrheal andantispasmodic activities of Salvia officinalis are
mediated through activation of K* channels. Bangladesh Journal of Pharmacology,

Bangladesh, v. 6,n. 2, p. 111-116, jul. 2011.

KIRSCH-VOLDERS, M et al. Indirect mechanisms of genotoxicity. Toxicology Letters,
Amsterdam, v. 140-141, n. 141, p. 63-74, apr. 2003.

KONSTANTOUPOULOU, I et al. Insecticidal effects of essential oils. A study of the effects
of essential oils extracted from eleven greek aromatic plants on Drosophila auraria.

Experientia, Basel, v. 48, n. 6, p. 616-619, jun. 1992.

KRISHNA, G; HAYASHI, M. In vivo rodent micronucleus assay: protocol, conduct and data
interpretation. Mutation Research, Amsterdam, v. 455, n. 1-2, p. 155-166, nov. 2000.

LAINE, T M et al. Risk factors for post-weaning diarrhoea on piglet producing farms in

Finland. Acta veterinaria Scandinavica, London, v. 50, n.21, jun. 2008.

LEACH, N T & JACHSON-COOK, C. Micronuclei with multiple copies of the X
chromosome: do chromosomes replicate in micronuclei. Mutation Research,

Amsterdam, v. 554, n. 1-2, p. 89-94, oct. 2004.

LOIZZO, M R et al. Cytotoxic activity of essential oils from Labiatae and Lauraceae
families against in vitro human tumor models. Anticancer research, Athens, v. 27, n. 54,

p. 3293-3299, sept. 2007.

LORENZ, I et al. Calf health from birth to weaning. housing and management of calf

pneumonia. Irish veterinary journal, Dublin, v. 64, n. 1, p. 14, oct. 2011a.

LORENZ, I et al. Calf health from birth to weaning. II. Management of diarrhoea in pre-

weaned calves. Irish veterinary journal, Dublin, v. 64,n. 1, p. 9, oct. 2011b.



39

LUGINBUHL, A et al. Field study of the prevalence and diagnosis of diarrhea-causing
agents in the newborn calf in a Swiss veterinary practice area. Schweizer Archiv fiir

Tierheilkunde, Ziirich, v. 147, n. 6, p. 245-252, may 2005.

MADEQG, F et al. Measurement of digestive disorders in the piglet at weaning and related
risk factors. Preventive veterinary medicine, Amsterdam, v. 35, n. 1, p. 53-72, apr.

1998.

MATEUCA, R et al. Chromosomal changes: induction, detection methods and
applicability in human biomonitoring. Biochimie, Paris, v. 88, n. 11, p. 1515-1531, nov.
2006.

MAYER, M et al. Treatment of organic livestock with medicinal plants: a systematic
review of European ethnoveterinary research. Forsch Komplementmed, Basel, v. 21,

n. 6, p. 375-386, dec. 2014.

MEGANCK, V et al. Advances in prevention and therapy of neonatal dairy calf diarrhoea:
a systematical review with emphasis on colostrum management and fluid therapy. Acta

veterinaria Scandinavica, London, v. 56, p.75, nov. 2014.

MIGUEL, M D; MIGUEL, O G. Desenvolvimento de fitoterapicos. Sio Paulo: Probe
Editorial, 1999.

NIKAVAR, B et al. AlphaBlamylase inhibitory activities of six salvia species. Iranian

Journal of Pharmaceutical Research, Tehran, v. 7, n. 4, p. 297-303, may 2008.

OECD A GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS. Bacterial reverse mutation
test. [S.l.:s.n.], 1997.

OECD B GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS. In vitro mammalian

chromosome aberration test, 1997.

OECD C GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS. Mammalian Erythrocyte
Micronucleus Test. [S.l.: s.n.], 1997.



40

PENDL, W et al. Antibiotikaeinsatz beim Schwein: Erste Resultate aus dem Projekt Fit
Pig. In: KREUZER M et al. (ed). Gesunde und leistungsfahige Nutztiere: futter an
Genotyp oder Genotyp an Futter anpassen? Ziirich: ETH-Schriftenreihe zur

Tiererndahrung, 2015.

PURVES, D et al. Genotoxity testing: current practices and strategies used by the
pharmaceutical industry. Mutagenesis, Swansea, v. 10, n. 4, p. 297-312, jul. 1995.

RADULESCU, V et al. Capillary gas chromatography-mass spectrometry of volatile and
semi-volatile compounds of Salvia officinalis. Journal of chromatography, New York, v.

1027, n.1-2, p. 121-126, feb. 2004.

RAM], K & LI, Z. Antimicrobial activity of essential oil of Salvia officinalis L. collected in
Syria. African Journal of Biotechnology, Nair6bi, v. 10, n. 42, p. 8397-8402, aug. 2011.

REICHLING, ] & SALLER, R. Herbal remedies in veterinary phytotherapy. Schweiz Arch
Tierheilkd, Zurich, v. 143, n. 8, p. 395-403, aug. 2001.

RIBEIRO, RL. Teste do micronticleo em medula 6ssea de roedores in vivo. In: RIBEIRO, R

L. et al. (ed). Mutagénese Ambiental. Canoas: Ulbra, 2003.

ROSSI, L et al. Experimental Induction of Escherichia coli Diarrhoea in Weaned Piglets.

Open Journal of Veterinary Medicine, Milan, v. 2, n. 1, p. 1-8, mar. 2012.

ROSSI, L et al. Protective effect of oral administration of transgenic tobacco seeds against
verocytotoxic Escherichia coli strain in piglets. Veterinary research communications,

Amsterdam, v. 38, n. 1, p. 39-49, mar. 2014.

SCHMID, K et al. Traditional use of herbal remedies in livestock by farmers in 3 Swiss
cantons (Aargau, Zurich, Schaffhausen). Forsch Komplementmed, Basel, v. 19, n. 3, p.

125-136, jun. 2012.

SILVA, C R et al. Assessment of Duguetia furfuracea genotoxic and cytotoxic activity in
bacteria and mice. Academia Brasileira de Ciéncias, Rio de Janeiro, v. 84, n. 1, p. 149-

156, feb. 2011.



41

SMIDLING, D et al. Evaluation of antiviral activity of fractionated extracts of Sage Salvia
officinalis L (Lamiaceae). Archives of Biological Sciences, Belgrade, v. 60, n. 3, p. 421-

429, jul. 2008.

STANO]JEVIC, D et al. In vitro synergistic antibacterial activity of Salvia officinalis and
some preservatives. Archives of Biological Sciences Belgrade, Belgrade, v. 62, n. 1, p.

175-183, jan. 2010.

STOBER, M. Enzootische Bronchopneumonie. In: DIRKSEN, G et al. (ed). Innere Medizin
und Chirurgie des Rindes. Berlin: Parey Buchverlag, 2002.

TAVARES, W. Manual de antibidticos e quimioterapicos anti-infecciosos -

Introducédo ao estudo dos antimicrobianos. Rio de Janeiro: Atheneu, 1996.

TAYLOR, ] D et al. The epidemiology of bovine respiratory disease: what is the evidence
for preventive measures? The Canadian veterinary journal, Ottawa, v. 51, n. 12, p.

1351-1359, dec. 2010a.

TAYLOR, ] D et al. The epidemiology of bovine respiratory disease: What is the evidence
for predisposing factors? The Canadian veterinary journal, Ottawa, v. 51, n. 10, p.

1095-1102, oct. 2010b.

THOMAS, P; UMEGAK]I, K; FENECH, M. Nucleoplasmic bridges are a sensitive measure of
chromosome rearrangement in the cytokinesis-block micronucleus assay. Mutagenesis,

Swansea, v. 18, n. 2, p. 187-194, mar. 2003.

THOMSON, ] R & FRIENDSHIP, R M. Digestive System. In: ZIMMERMAN, ] ] et al. (ed).
Disease of Swine. Oxford: John Wiley & Sons, 2012.

UHDE, F L et al. Prevalence of four enteropathogens in the faeces of young diarrhoeic
dairy calves in Switzerland. The Veterinary record, London, v. 163, n. 12, p. 362-366,
sept. 2008.

VANALSTINE W G: Respiratory System. In: by ZIMMERMAN, | | et al. (ed). Diseases of
Swine. Oxford: John Wiley & Sons, Inc., 2012.



42

VARANDA, E A. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Revista de Ciéncias

Farmacéuticas Basica e Aplicada, Araraquara, v.27,n. 1, p. 1-7, ago. 2006.

VENKATESH, P et al. Modulation of doxorubicin-Induced genotoxicity by Aegle
marmelos in mouse bone marrow: A micronucleus study. Integrative Cancer

Therapies, Thousand Oaks, v. 6, n. 1, p. 42-53, mar. 2007.

WAGNER, H & ULRICH-MERZENICH, G. Synergy research: approaching a new generation
of phytopharmaceuticals. Phytomedicine, Milano, v. 16, n. 2-3, p. 97-110, jan. 2009.

WALCH, S et al. Antioxidant capacity and polyphenolic composition as quality indicators
for aqueous infusions of Salvia officinalis L. Frontiers in pharmacology, Lausanne, v. 2,

n. 29, p.1-6, dec. 2011.

WILLIAMSON, E M. Synergy and other interactions in phytomedicines. Phytomedicine,
Milano, v. 8, n. 5, p. 401-409, jul. 2001.

WINDEYER, M C et al. Factors associated with morbidity, mortality, and growth of dairy
heifer calves up to 3 months of age. Preventive veterinary medicine, Amsterdam, v.

113, n. 2, p. 231-240, feb. 2014.

YURTSEVEN, S et al. Effect of sage extract (Salvia officinalis) on growth performance,
blood parameters, oxidative stress and DNA damage in partridges. South African

Journal of Animal Science, Cidade do Cabo, v. 38, n. 2, p. 145-152, jan. 2008.

ZAMBRANO, M A; TARGA, H ]J; RABELLO-GAY, M N. Physiological saline solutions as a
useful tool in micronucleus and metaphase slide preparations. Stain Technology,

Baltimore, v. 57, n. 1, p. 48-49, jan. 1982.

ZARE SHAHNEH, F et al. In vitro Cytotoxic Activity of Four Plants Used in Persian
Traditional Medicine. Advanced pharmaceutical bulletin, Tabriz, v. 3, n. 2, p. 453-455,
aug. 2013.



