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RESUMO

Objetivos: Determinar a viabilidade celular frente ao efeito bioldgico do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis L. em
culturas de células tumorais de laringe (Hep-2) e células de hepatoma humano (HepG2).

Métodos: Células tumorais Hep-2 e HepG2 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium)
suplementado com 10% soro fetal bovino inativado e 1% de antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) em estufa a 37°C
e atmosfera umidificada com 5% de CO,. Na segunda etapa foram semeadas (5x10* células/mL) em placas de 96 pogos
durante o periodo de 24 horas até obtencdo de 60-70% de confluéncia e realizou-se o tratamento das células com extrato
hidroalcoodlico de Salvia officinalis L., controle negativo de etanol 80% (v/v) e controles positivos de peroxido de hidrogénio
(H,0,), tert-butil hidroperoxido (--BOOH), doxorrubicina e cisplatina. A viabilidade celular foi determinada pela redugdo
do MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey
no programa SPSS v.19.

Resultados: O extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis L. mostrou atividade citotoxica para células tumorais Hep-2 IC,,
0,38+0,02 mg/mL e para HepG2 IC,; 0,54+0,03 mg/mL em comparacéo ao controle negativo, ficando acima do IC,; obtido
para seus controles positivos. A cisplatina apresentou IC;, abaixo do extrato de salvia, porém para a obtengdo do seu IC,,
aumentou-se o tempo de exposi¢do em seis horas.

Conclusdes: Sugere-se que o extrato de Salvia officinalis L. tem atividade bioldgica em células tumorais, podendo ser
objetivo de mais estudos com a finalidade de comprovar sua eficacia como possivel agente para o tratamento do céancer.

DESCRITORES: SALVIA OFFICINALIS; SOBREVIVENCIA CELULAR; ANTINEOPLASICOS; TERAPEUTICA.

ABSTRACT

Aims: To determine cell viability compared to the biological effect of Salvia officinalis L. extract on cultured tumor cells
of the larynx (Hep-2) and in human hepatoma cells (HepG2).

Methods: Tumor cells Hep-2 and HepG2 were grown in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplemented with
10% inactivated fetal bovine serum and 1% antibiotics (Penicillin/Streptomycin), incubated at 37°C and 5% CO,. In the
second step they were plated (5x10* cells/mL) in 96 well plates during 24 hours to obtain 60-70% confluency, and treated
with the hydroalcoholic extract of Salvia officinalis L., negative control with 80% ethanol (v/v) and positive control of
hydrogen peroxide (H,O,), fert-butyl hydroperoxide (t-BOOH), doxorubicin and cisplatin. Cell viability was determined
by MTT reduction (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Results were analyzed by Tukey test
using the SPSS v.19.

Results: The hydroalcoholic extract of Salvia officinalis L. showed cytotoxic activity to tumor cells Hep-2 IC;, 0,38+0.02
mg/mL for HepG2 IC,;0,54+0.03 mg/mL compared to negative control, staying above the IC,, obtained for their positive
controls. Cisplatin showed IC,, below the extract of sage, but to obtain the IC,, exposure time was increased in six hours.
Conclusions: The results of this study suggest that the extract of Salvia officinalis L. has biological activity against tumor
cell; further studies are needed to confirm its efficacy and its potential role in cancer treatment.
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INTRODUCAO

A natureza ¢ um ambiente rico em diversidade
bioldgica e quimica. O interesse nas pesquisas em
plantas medicinais tem crescido nos ultimos anos,
principalmente para o tratamento de doengas que
apresentam grande impacto social, como ¢ o caso do
cancer, que ¢ a segunda causa de morte na populagao,
representando aproximadamente 17% dos &bitos
de causas conhecidas.!? O desenvolvimento de
medicamentos provenientes de produtos naturais tem se
tornado uma estratégia rapida e altamente promissora
para identificagdo de novos agentes antitumorais.*

A Salvia officinalis L. é uma planta medicinal
pertencente a familia das Laminaceas, originaria da
regido mediterranica oriental, cultivada em varios
paises, em terrenos de clima temperado e com muita
luz. Essa planta ¢ conhecida popularmente no Brasil
como salvia, salva-das-boticas, erva-santa ou salva-
mansa. Tem uso muito difundido, sendo utilizada
pelos gregos para ma digestido e na medicina popular
como remédio para curar inflamagdes cutineas.>”’
Apresenta como constituintes 6leos essenciais como
cinerol, canfora, borneol, tujona, acido rosmarinico,
flavonoides, taninos, substincia estrogénica, sapo-
ninas, dentre outros.>*® Sua constitui¢do abrange
compostos fendlicos com atividade anti-inflamatoria
e anti-oxidantes, possiveis responsaveis pela atividade
antitumoral.”'® Alguns estudos relataram que a salvia
apresenta atividade antineoplésica, tendo potencial
no tratamento do cancer in vivo quando utilizada em
modelos murinos.!!

A Salvia officinalis L. apresenta em sua compo-
sicdo trés diterpenos/quinonas: royaleanone (SAR 3),
horminone (SAR 26) e 7-O-acetil-horminone (SAR 43).
Estes podem causar a inibi¢cdo da enzima topoisomerase,
podendo resultar na ativagcao de estresse, associados a
sinalizagdo de vias, induzindo a parada do ciclo celular e
a ativagdo da cascata bioquimica da apoptose. Segundo
estudos realizados com linhagens de células humanas
de carcinoma de colon (Caco-2) e hepatoma (HepG2)
esses compostos agem citotoxicamente causando dano
ao DNA e aumentando a apoptose celular.'> Hadri
et al.”’ relataram que o alfa-humuleno e o trascario-
fileno presentes na Salvia officinalis L. inibem o
crescimento de células tumorais.

A angiogénese ¢ um dos processos envolvidos na
promogao do cancer e metasteses. Segundo Keshavarz
et al.,* a Salvia officinalis L. inibiu a formagao de
tubo capilar em células endoteliais da veia umbilical
(HUVEC) de ratos, demonstrando ter atividade tera-
péutica ou preventiva contra as doengas relacionadas
com angiogénese. A Salvia officinalis L. quando
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utilizada em carcinoma de colon retal demonstrou
inducdo da apoptose, inibi¢do da proliferagéo celular,
sugerindo que sua atividade esta relacionada a inibi¢cao
da via MAPK/ERK.’ As proteases desempenham um
papel regulador em diferentes doencas, incluindo o
cancer. Estudos mostraram que o acido beta-ursolico
isolado da Salvia officinalis L. tem capacidade de inibir
proteases de serina (trombina, tripsina e uroquinase),
indicando atividade anticancerigena.'*

O presente estudo objetivou determinar a via-
bilidade celular frente ao efeito bioldgico do extrato
de salvia em culturas de células tumorais de laringe
(Hep-2) e em células de hepatoma humano (HepG?2).

METODOS

Material vegetal

A planta em estudo Salvia officinalis L. foi coletada
no municipio de Farroupilha (N: 037°33°59” ¢ E:
126°58°007), estado do Rio Grande do Sul. Apresenta
depdsito n? 37944 registrado pelo Museu de Ciéncias
Naturais da Universidade de Caxias do Sul. As folhas,
hastes e flores foram submetidas a secagem em estufa
a 40-45 °C com ar circulante durante sete dias. Apos,
realizou-se a moagem da planta seca em moinho de
facas, obtendo-se um po6 que foi armazenado em frasco
ambar, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.'

Obtencao de extratos de Salvia

Para a obtenc¢do do extrato de Salvia officinalis
L. foram adaptadas metodologias das monografias
presentes na Comissdo Permanente da Farmacopéia
Brasileira.'®!” Inicialmente pesou-se o p6 obtido de
salvia nas proporgdes de 1:10 (p/v) e submeteu-se
a maceracdo em solugdo hidroalcodlica 80% (v/v),
durante o periodo de nove dias. Apds este periodo,
realizou-se a filtragem do extrato sob pressao reduzida,
armazenando-o em frasco ambar, em temperatura
ambiente, ¢ ao abrigo da luz para realizacdo de
posteriores ensaios.

Cultura de células e tratamento

As células tumorais Hep-2 e HepG2 foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Médium) e suplementadas com 10% soro fetal
bovino inativado e 1% de antibiotico (Penicilina/
Estreptomicina). As células foram mantidas em
garrafas para cultura de tecido em estufa a 37°C e
atmosfera umidificada com 5% de CO,. O tratamento
foi realizado apds as células serem lavadas com tampao
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PBS e soltas da garrafa com solugdo de tripsina.
Antes do tratamento com os extratos, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos (5x10* células/mL)
com meio completo e incubadas para crescimento
por no minimo 24 horas, para atingir 60-70% de
confluéncia. O tratamento foi realizado com tempo de
1 hora e 30 minutos, com as diferentes concentragoes
de extrato de salvia e do controle negativo (solugdo
hidroalcodlica 80%), ndo ultrapassando a porcentagem
de 4% de etanol em cada pogo.

Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pela reducao
do MTT (brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) de acordo com metodologia descrita
por Denizolt e Lang.!'® Apds remocao do meio com o
tratamento foi acrescentado 0,1 mL de meio DMEM
sem soro contendo MTT (1 mg/mL). A mistura foi
incubada em estufa a 37°C com 5% de CO, por periodo
de 2 horas. O meio com MTT foi entdo retirado e o
precipitado formado foi dissolvido em dimetilsulfoxido
(DMSO) com posterior agitagdo por 30 minutos e
protegido da luz. A leitura espectrofotométrica foi
feita a 570 nm e os resultados foram expressos em
porcentagem de viabilidade. A absorbancia do controle
negativo (células que ndo receberam tratamento com
os extratos, somente solug¢do hidroalcodlica 80%)
correspondeu a 100% de viabilidade e os valores das
células tratadas foram calculados como porcentagem
do controle. O controle positivo foi efetuado com
tratamento utilizando-se H,O, (perdxido de hidrogénio)
e -BOOH (tert-butil hidroperéxido) como agentes
geradores de estresse oxidativo e com o uso de
doxorrubicina e cisplatina como quimioterapicos de
uso na medicina terapéutica tradicional.

Analise estatistica

Para os ensaios de viabilidade celular, foram
analisadas trés réplicas biologicas. A estatistica levou
em consideragdo a obtencdo de dados paramétricos
utilizando o teste de comparacdo de multiplas médias
Tukey (p<0,05) no programa SPSS v.19.

RESULTADOS

O extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis L.,
produzido a partir de folhas, hastes e flores, mostrou
atividade bioldgica significativa frente as duas
linhagens celulares utilizadas neste estudo. Células
Hep-2 foram mais sensiveis ao extrato, enquanto as
células HepG2 demonstraram menor sensibilidade.

Os resultados da avaliagdo da atividade antitumoral
in vitro frente as linhagens celulares estio apresentados
nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Sobrevivéncia da linhagem Hep-2 em comparagao ao
controle com etanol 80% (v/v) e diferentes concentragdes do
extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis L. apoés 1h30 min
de tratamento. Cada barra representa a porcentagem de sobre-
vivéncia média+DP em relacdo ao controle, que foi normalizado
como 100%. Letras correspondem a diferenga estatistica usando
ANOVA-Tukey (p<0,05).
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Figura 2. Sobrevivéncia da linhagem HepG2 em comparagao
ao controle com etanol 80% (v/v) e diferentes concentragdes
do extrato hidroalcoodlico de Salvia officinalis L. apds 1h30min
de tratamento. Cada barra representa a porcentagem de sobre-
vivéncia média+DP em relacdo ao controle, que foi normalizado
como 100%. Letras correspondem a diferenga estatistica usando
ANOVA-Tukey (p < 0,05).

Os resultados expressos na Figura 1 mostram
que o extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis L.
(1:10) nas concentracdes 0,35 a 2 mg/mL reduziu
significativamente a viabilidade das células Hep-2
para 52 a 29 % em relacao ao controle. Em relagdo a
linhagem HepG2 (Figura 2), a redugao da viabilidade
celular foi significativa nas concentragdes 0,5 a
2 mg/mL com porcentagem de sobrevivéncia de 49 a
22% em relagdo ao controle.
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As células do controle negativo de solugao hidro-
alcoolica 80% (v/v) apos o tratamento por 1h30min
apresentam-se arredondadas ou com prolongamentos
(Figuras 3A e 4A), envoltas em citoplasma abundante,
bem definido e integro, caracterizando uma cultura de
c¢lulas saudavel. As culturas de células que receberam
o tratamento de Salvia officinalis L., utilizando o
mesmo parametro de tempo do controle, apresentam
perda dos filamentos de colageno e refringéncia
(Figuras 3B e 4B), niimero reduzido de células, com
morfologia alterada, mostrando a atividade biologica
do extrato e sugerindo atividade citotoxica frente as
linhagens tumorais Hep-2 e HepG?2.
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O extrato de Salvia officinalis L., quando utilizado
na linhagem tumoral Hep-2, durante o tratamento de
1h30min, apresentou IC,, 0,38+0,02 mg/mL, ficando
acima dos controles positivos que apresentaram
1C,, de 0,0013+0,00001 mg/mL para doxorrubicina,
0,046+0,02 mg/mL para t~-BOOH e 0,08+0,03 para
H,0, utilizando-se 0 mesmo tempo de tratamento do
extrato. Somente a cisplatina necessitou exposigao por
seis horas de tratamento para a obtengdo do IC,, que
ficou em 0,21+0,01 mg/mL.

Podemos observar o mesmo para a linhagem tu-
moral HepG2, que apresentou IC,; 0,54+0,03 mg/mL,
ficando acima dos controles positivos que apresentaram
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Figura 3. Comparacdo de sobrevivéncia apds tratamento em Hep-2: (A) controle negativo de
etanol 80% (v/v); (B) IC50 0,38+0,02 mg/mL do extrato de Salvia officinalis L.
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Figura 4. Comparagao de sobrevivéncia apos tratamento em HepG2: (A) controle negativo de
etanol 80% (v/v); (B) IC50 0,54+0,03 mg/mL do extrato de Salvia officinalis L.
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Tabela 1. Ensaio de viabilidade
celular com linhagens Hep-2 e

HepG2. Concentracao inibitoria de
50% da viabilidade celular — IC-50 —
obtido do extrato hidroalcodlico de
Salvia officinalis L. e controles
positivos de cisplatina, doxorrubicina,
t-BOOH e H,0,.

Substincia O cdiaiDhy " nedinaDly
Extrato de Salvia officinalis L.* 0,38+0,02 0,54+0,03
Cisplatina** 0,21+0,01 0,5+0,02
Doxorrubicina* 0,0013+0,00001 0,003+0,00002
Tert-butil hidroperoxido (-BOOH)* 0,046+0,02 0,054+0,03
Peroxido de hidrogénio (H,0,)* 0,08+0,03 0,08+0,04

* Tratamento nas células de 1h30min; ** Tratamento nas células de 6h.

IC,, de 0,003+0,00002 mg/mL para doxorrubicina,
0,054+0,03 mg/mL para t~-BOOH e 0,08+0,04 para
H,0, utilizando-se o0 mesmo tempo de tratamento do
extrato. Somente a cisplatina necessitou exposi¢ao por
seis horas para a obtencdo do IC,, que neste caso ficou
em 0,5+0,02 mg/mL (Tabela 1).

DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel observar que o
IC,, obtido para a extrato hidroalcodlico de Salvia
officinalis L. para as linhagens Hep-2 e HepG2 quando
expostos com o mesmo tempo de tratamento, ficaram
acima do IC,, dos agentes geradores de estresse
oxidativo, que danificam e quebram as bases do
DNA?" e da doxorrubicina, antibidtico pertencente a
classe das antraciclinas, que altera a membrana celular,
promove formacgao de radical livre e forma ligacoes
interfilamentares com o DNA, bloqueando a sintese
de DNA e RNA.? A cisplatina, que pertence a classe
dos complexos de coordenacdo da platina que atua
na inibigdo seletiva da sintese de DNA, alterando as
ligacdes DNA-proteina,?! apresentou valor de IC,,
abaixo do IC,, do extrato de salvia, porém o tempo de
exposicao foi de 4 horas e 30 minutos a mais do que o
extrato de salvia. Dessa forma, os dados apresentados
neste trabalho requerem mais estudos para esclarecer
a relagdo entre o extrato hidroalcoolico de Salvia
officinalis L. e os mecanismos envolvidos em sua
atividade antitumoral.

A Salvia officinalis L. apresenta compostos que
podem ter atividade bioldgica, tais como quercetina,
apigenina, luteolina, acido caféico, acido rosmarinico,
taninos, acido carndsico e seu produto de oxidagao o
carnosol, dentre outros.>*® Existem varios estudos com
relacdo aos compostos citados, os quais estdao presentes
no extrato, podendo ser os responsaveis pela atividade
antitumoral observada.

A quercetina, molécula que pertence a familia dos
flavonodides, destaca-se por seu efeito antioxidante. Em
pequenas concentragdes, de 10 a 25 umol/L, ela atua
contra espécies reativas de oxigénio (ERO), prevenindo
0 processo tumorogénico e, em concentragdes mais

elevadas, acima de 50 pmol/L, tem efeito pro-oxidante
e citotoxico, apresentando tendéncia a inducdo da
apoptose nas células. Estudos em nivel molecular
utizando a metodologia de Western blot com células
de melanoma e HepG2 sugerem que este composto
atua como agente anticancer por reduzir a expressao
de oncogenes, aumentar a ativagdo de caspases, induzir
a fosforilagdo de p53, aumentando o conteudo total
desta proteina, e estimular a expressdo de proteinas
que controlam o ciclo celular, entre elas p21, p27 e
ciclina D1, dessa forma favorecendo a parada do ciclo
celular.?>2

Segundo Freitas,? culturas de células de glioblasto
multiforme humano, quando expostas a apigenina
acima de 50 uM, apresentam um fenétipo irregular,
com citoplasma retraido, nticleo bastante refringente,
prolongamentos delgados e uma reducao do numero de
cé¢lulas aderidas a placa, sugerindo que este composto
altere a viabilidade celular, inibindo o crescimento
das células, atrasando o ciclo celular e induzindo a
apoptose. Semelhante aspecto morfolégico pode
ser observado neste estudo em linhagens tumorais
de Hep-2 e HepG2 apods o tratamento com o extrato
hidroalcoolico de Salvia officinalis L. durante 1h30min,
como pode ser observado nas Figuras 3 e 4. Ensaios
utilizando Western blot com células de carcinoma
cervical humano demonstraram que a apigenina induz
a apopotose celular por atuar nas proteinas p53, p21,
atrasando o ciclo celular na fase G1. Esse flavonodide
atua também reduzindo significativamente os niveis
de Bcl-2, uma proteina anti-apoptoética, o que induz
as vias apoptoticas.?

Pesquisas in vitro com células de fibroblasto
humano e murino utilizando o teste de Western
blot sugerem que o acido rosmarinico inibe genes
relacionados com o promotor NF-KB detectado no
cancer.? Outros compostos polifendlicos que estdo
presentes na Salvia officinalis L., como o acido caf€ico,
afetaram o crescimento do tumor através da inibigao da
sintese de DNA e exerceram efeito antitumoral através
da inducao de apoptose das células tumorais.?”’

Extratos vegetais ricos em taninos demonstram
grande importancia para o meio cientifico por serem
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eficientes na captura de compostos reativos que
causam diversos males a saude. Estudos in vitro com
células tumorais de es6fago e colon demonstraram que
os taninos tém atividade antitumoral e podem estar
envolvidos na redugdo da proliferagdo do cancer.?® %
Outros compostos presentes na Salvia officinalis L. sdo
0 acido carnoésico e seu produto de oxidagao, o carnosol;
ambos apresentam propriedades anti-inflamatorias,
antiproliferativas e neuroprotetoras, além de possuir
atividade antioxidante. A atividade do carnosol foi
relatada em células de melanoma murino. Foi possivel
observar, através dos ensaios de quimioluminescéncia
e Western blot, que este composto inibiu a fosforilagao
da tirosina-quinase, inibindo a ativagao de fatores de
transcrigdo e restringindo a capacidade de invasdo de
células cancerigenas, o que indica que o mesmo pode
ser de grande valia para o tratamento do cancer.’® As
propriedades antitumorais da luteolina, por sua vez,
sdo amplamente discutidas na literatura. Seus efeitos
citotoxicos foram descritos para varias linhagens de
células tumorais, estando relacionados ao bloqueio do
ciclo celular entre a fase G2 e a mitose, seguido de
apoptose, além de modular varias proteinas celulares.
Além disso, a luteolina mostra-se capaz de inibir a
angiogénese, prevenir a carcinogénese ¢ sensibilizar
as células tumorais a agentes quimioterapicos.?'3

A Salvia officinalis L. ¢ uma planta medicinal
que ha algum tempo desperta interesse cientifico
por apresentar flavondides que sdo constituidos
por estruturas polifendlicas e possuir significativa
atividade antioxidante.®® E necessario elucidar todos
0s mecanismos que estdo envolvidos na atividade
antitumoral da classe vegetal em estudo. Provavelmente
tais compostos, que foram citados anteriormente, e que
fazem parte da constituicdo da Salvia officinalis L.
podem ter contribuido para sua atividade citotoxica
em linhagens tumorais de Hep-2 e HepG2. Estudos in
vitro descrevem que a Salvia officinalis L. apresenta
atividade anticancerigena, induz a parada do ciclo
celular e a ativacéo da cascata bioquimica da apoptose,
inibe o crescimento de células tumorais e reduz a
angiogénese, inibindo metasteses e o crescimento
de células tumorais.* '*'* Na atualidade, os modelos
experimentais in vitro, como a cultura de células, sao
de grande ajuda para a descoberta de novos tratamentos
para o cancer.

Algumas das limitagdes do presente trabalho
estdo relacionadas com a coloragdo escura do extrato
hidroalcoodlico de Salvia officinalis L., que pode ser
passivel de interferéncia espectral para concentragdes
maiores que as usadas neste ensaio de sobrevivéncia,
mudando valores de absorbancia. Outro fator limitante
¢ a diluicao do extrato, que foi realizada em etanol
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80% (v/v). Apesar de termos respeitado os valores
maximos de etanol residual (4%) em cada tratamento,
o controle de etanol 80% (v/v) apresentou uma pequena
reducdo de sobrevivéncia (5%=*0,5) em comparagao
ao controle com meio DMEM, mas os valores finais
foram ponderados em relag@o ao controle negativo.

Os resultados apresentados sugerem que a Salvia
officinalis L. possui um potencial bioloégico em células
tumorais, podendo ser um recurso promissor para o
tratamento combinado do cancer. Estes achados
evocam adicionais estudos para esclarecer a relagdo
entre esta planta e os mecanismos envolvidos em
sua atividade antitumoral, pois novas terapias podem
surgir para o tratamento de neoplasias.
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