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Avaliacao do efeito citotoxico/antitumoral do extrato de hortela

Evaluation of the cytotoxic/antitumor effect of mint extract

Ingrid Martins Bandiera!, Patricia Aline Bressiani?, Lilian Tatiani Dusman Tonin?,
Elisangela Disman*

RESUMO

O cancer é uma das doengas que mais causa a morte no mundo, sendo que os alimentos funcionais podem
desempenhar um papel benéfico na reducéo do risco desta doenca. As hortelas sdo plantas herbaceas e
ervas aromaticas perenes que sao cultivadas por seus 0leos essenciais usados tanto para fins medicinais
guanto culinarios. Devido a escassez de estudos com relacdo a atividade antitumoral da horteld, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade/atividade antiproliferativa do extrato hidroetandlico de hortela
para células tumorais hepaticas humanas (HuH7.5), pelo teste do MTT. Os resultados demonstraram que as
concentragdes de 200, 300, 400 e 1000 ug mL™* em 24 horas, 500 yg mL?* e 1000 ug mL* em 48 horas e,
todas as concentracdes em 72 horas apresentaram atividade antitumoral. Destaca-se a concentracédo de 1000
pug mL?, que atingiu valores de viabilidade celular de 53,47% (24 horas), 49,35% (48 horas) e 29,20% (72
horas). Sugere-se outros estudos, com outras linhagens celulares, a fim de avaliar o efeito citotéxico da hortela
para outros tipos de céancer.

PALAVRAS-CHAVE: Huh7.5; Mentha L.; Teste do MTT.

ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that causes the most deaths worldwide, and functional foods can play a
beneficial role in reducing the risk of this disease. Mint is a perennial herbaceous plant and aromatic herb
cultivated for its essential oils used for both medicinal and culinary purposes. Due to the lack of studies
regarding the anti-tumor activity of mint, the aim of this study was to evaluate the cytotoxic/antiproliferative
activity of the hydroethanolic extract of mint on human liver tumor cells (HuH7.5) using the MTT assay.
Statistical analysis showed that concentrations of 200, 300, 400, and 1000 ug mL* at 24 hours, 500 ug mL*
and 1000 yg mL* at 48 hours, and all concentrations at 72 hours exhibited antitumor activity. The concentration
of 1000 yg mL* is noteworthy, as it achieved cell viability values of 53.47% (24 hours), 49.35% (48 hours),
and 29.20% (72 hours). Further studies with different cell lines are suggested to assess the cytotoxic effect of
mint on other types of cancer.

KEYWORDS: Huh7.5; Mentha L.; MTT test.

INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022), o cancer € um termo que
abrange mais de 100 doenc¢as malignas que tém em comum o crescimento desordenado
de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgéos a distancia. Essas células, que
se dividem rapidamente, tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores. Os diferentes tipos de céancer correspondem aos varios tipos de
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células do corpo. Sua prevencado tem tomado uma dimensao importante no campo da
ciéncia, uma vez que recentemente foi apontada como a primeira causa de mortalidade no
mundo (GAROFOLO e AVESANI, 2004).

Como tratamento para o cancer se é utilizado a quimioterapia, que sao distribuidos
em todo o corpo por meio do transporte sanguineo, destruindo as células doentes que
formam o tumor e impedindo que se espalhem (INCA, 2020). Os alimentos funcionais,
caracterizados por oferecer varios beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua
composicdo quimica, podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na
reducdo do risco de doencas cronicas degenerativas, como cancer e diabetes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepcao de alimentos, lancada
pelo Japdo na década de 80, que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis
para uma populacdo que envelhecia e apresentava uma grande expectativa de vida (ANJO,
2004). As hortelas sao plantas herbaceas e ervas aromaticas perenes que sao cultivadas
por seus O6leos essenciais usados tanto para fins medicinais quanto culinarios. Essas
plantas pertencem ao género Mentha L. (Lamiaceae) e nativas das regides temperadas do
Norte e ocorrem em todos 0s cinco continentes (GOBERT et al., 2002).

Por conta de seu aroma e sabor refrescante, o 6leo da hortela é utilizado em
perfumes, cosmeéticos, confeitaria e industrias farmacéuticas. O 6leo conhecido como
horteld-pimenta é muito utilizado para dor de cabeca, dor no nervo, dor de dente, inflamacao
bocal, condicdes articulares, coceira, erupcéo alérgica, repelindo mosquito, reumatismo,
dores, entre outras (KUMAR et al., 2015).

Assim, devido a escassez de estudos com relacao a atividade antitumoral da hortela,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade/atividade antiproliferativa do
extrato hidroetandlico de horteld para células tumorais hepaticas humanas.

METODOLOGIA

SOLUCAO TRATAMENTO

O extrato hidroetandlico de hortela foi produzido e cedido pelo grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Lilian Tatiani Dusman Tonin da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-
Campus Apucarana, que trabalha em parceria com 0 nosso grupo de pesquisa. A Mentha
piperita in natura foi obtida na cidade de Apucarana - Parana, Brasil. A hortela foi seca em
estufa (SOLAB SL-102) a 45 °C por aproximadamente 3 h e, em seguida, triturada.

Os extratos foram preparados em duplicata com 2,00 g de amostra em 40 mL de
etanol:agua 40:60 (v/v). As extracdes foram realizadas em banho ultrassoénico (Solid Steel
SSBuU-38L) por 30 min a 42°C. Filtrou-se os extratos em funil analitico, utilizando papel filtro
gualitativo (80 g m) e completou-se os volumes até 40 mL com o solvente. Em seguida,
os extratos foram armazenados sob refrigeracdo em frascos ambar, para posterior andlise.

LINHAGEM CELULAR

A linhagem de células tumorais hepaticas humanas (Huh7.5) foi cultivada em frascos
de cultura celular de 25 cm?, contendo 10 mL de meio de cultura DMEM, suplementado
com 15% de soro bovino fetal, e incubados em estufa a condicédo padrao de 37 °C com 95%
de ar umidificado e 5% de COa..
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TESTE DE CITOTOXICIDADE DO MTT

A realizagdo do teste de citotoxicidade foi feita a partir do ensaio da atividade
metabdlica mitocondrial, também conhecido como teste de (MTT) [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-
i) -2,5-diphenil tetrazolium bromide], em conformidade com o protocolo de Mosmann
(1983), contendo algumas alteragdes.

Para tal utilizou-se placas de 96 pocos, onde em cada pogo foram semeadas 1,0x10*
células Huh7.5 por poco. Apds 24 horas descartou-se o meio de cultivo e adicionou-se 100
ML de meio completo aos pogos, da seguinte forma para cada conjunto: controle negativo
(CO-) somente com o0 meio de cultura, controle positivo (CO+) com o agente citotoxico metil
metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos com as concentragdes de 5, 10, 50, 100,
200, 300, 400, 500 e 1000 pg mL* do extrato.

As células estiveram incubadas por 24, 48 e 72 horas. Com o término do tempo de
cada tratamento, substitui-se o meio de cultura por 100 uyL de meio de cultura nao
suplementado e complementado por MTT (0,167 mg mL-1). A placa foi incubada
novamente por mais 4 horas, em seguida, realizou-se o descarte da solu¢cado contendo MTT
e adicionou-se 100 yL de DMSO aos pogos, de forma a dissolver os cristais de formazan.
Por fim, a leitura das absorbancias foi efetuada em uma leitora de microplaca (Thermo
Plate) a 492 nm. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das
absorbancias e submetidos a analise de variancia (one way ANOVA), seguida do teste de
Dunnet, utilizando o software Action Stat. As diferencas foram consideradas sendo
estatisticamente significativas quando o valor de p menor que 0,05.

Os valores de viabilidade celular (VC) foram estimados conforme a Equacéao 1.

Ve = (ﬂ) x 100 (1)

ABSco-

Onde:

VC = Viabilidade celular [%0];

ABSt = Absorbéancia do tratamento;

ABSco- = Absorbancia do controle negativo.

RESULTADOS E DISCUCOES

Na Figura 1 sdo apresentados os resultados das absorbancias médias dos
tratamentos das células tumorais com o extrato hidroetandlico da horteld. A analise
estatistica mostra que as concentragdes de 200, 300, 400 e 1000 uyg mL-1, no menor tempo
observado (24 horas), apresentaram-se citotoxicas, com absorbancias médias
estatisticamente menores que a do controle negativo. Também € possivel observar
citotoxicidade em algumas concentragdes no tempo de avaliagéo de 48 horas (500 ug mL-
1 1000 ug mL?). Assim como, a atividade antitumoral no tempo de avaliacdo de 72 horas
em todas as concentracoes.

Figura 1. Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais hepaticas humana

tratadas por 24, 48 e 72 horas com as concentragdes (ug mL-1) do extrato hidroetanolico
da hortela.
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CO-: Controle negativo; CO+: Controle positivo. * Resultado estatisticamente diferente do
controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria prépria, 2023.

Os dados das viabilidades celulares (Tabela 1) mostram que nas concentracdes de
5, 10, 50, 100, 500 e 1000 pug mL* pode-se observar um efeito dependente do tempo, em
gue, quanto maior o tempo de avaliacdo menor a viabilidade celular, com destaque para a
concentragdo de 1000 yg mL, que atingiu valores de viabilidade celular de 53,47% (24
horas), 49,35% (48 horas) e 29,20% (72 horas).

Tabela 1. Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais hepaticas humanas, tratadas
com as diferentes concentracdes (ug mL™*) do extrato etandlico da horteld, por 24, 48 e 72
horas, pelo teste do MTT.

HuH7.5

Grupos VC [%]

24 h 48 h 72 h
CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 67,05 38,28 25,66

5 94,22 84,21 44,08
10 92,49 80,72 35,08
50 94,65 79,84 37,50
100 79,77 76,08 37,35
200 43,28 69,31 42,59
300 66,62 72,32 32,88
400 72,18 75,32 36,01
500 84,25 60,56 33,04
1000 53,47 49,35 29,20

CO-: Controle negativo; CO+: Controle

positivo.

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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Segundo Mahendran et al. (2021) o 6leo da horteld (Mentha spicata L.) apresentou
atividade antitumoral em linhagens celulares de cancer célon humano e mama humano,
sendo que a dose que resultou em 50% de mortalidade destas células (LDso) foi 975+156
ug mLt e 279452 ug mL?, respectivamente. Esmaeili et al. (2023) também avaliou a
atividade antitumoral da horteld (Mentha piperata L.), sendo a mesma espécie avaliada no
presente. Os valores também foram exibidos em LDsp para cancer de prostata (237+46,6
ug mL1), cancer de pulmao (441,8+38,7 ug mL*) e cancer de mama (400,3 + 27,9 ug mL-
1

).

Desta forma, pode-se perceber que para a linhagem hepética do presente estudo o
efeito antitumoral foi mais eficiente pois, no tempo de 72 horas, desde concentracdes de 5
ug mL* j& se observa menos de 50% de viabilidade celular. Este efeito pode ser devido a
prépria composicdo do extrato hidroetandlico, que permitiu a extracdo de compostos
polares e apolares da horteld. Assim como, o0 evidente efeito citotéxico do extrato
dependente do tempo de exposicéo, ou seja, quanto maior o tempo, maior a toxicidade,
desde as menores concentracdes.

CONCLUSOES
Os dados do presente estudo confirmam a atividade antiproliferativa do extrato
hidroetandlico da horteld, principalmente com evidente diminuicdo da viabilidade celular

com o tempo de exposi¢ao. Sugere-se outros estudos, com outras linhagens celulares, a
fim de avaliar o efeito citotoxico para outros tipos de cancer.
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