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1. INTRODUCAO

A descoberta de medicamentos a partir de plantas fornece fontes
importantes de novas drogas, muitas das quais foram aprovadas ou submetidas a
testes para usos clinicos contra o cancer, a malaria, doenca de Alzheimer,
HIV/AIDS, patologias pulmonares e outras doencas (Butler, 2004; Newman et al.
2003).

O género Mentha é pertencente a familia Lamiaceae, que inclui também
outras plantas produtoras de 0leos comumente cultivadas como ‘manjericao’,
‘sélvia’, ‘alecrim’, ‘manjerona’, ‘alfazema’ e ‘tomilho’(Choudhury, 2006). A Mentha
spicata, conhecida como ‘spearmint’, ‘hortela-vilhoca’ ou ‘hortelad-peluda’, €
utilizada em temperos, em gomas de mascar e pastas de dentes para conferir
sabor e se tornou um componente comum nos chas indianos (Saleem et al.,
2000). A Mentha spicata, vem sendo alvo de diversificadas pesquisas sobre os
elementos que a compdem. Por tal motivo, pesquisadores do noroeste da india,
observaram que as folhas de horteld possuem elementos anticarcinogénicos,
como o elemento quimico Se (selénio) que, por si, SO pode ser responsavel por
propriedades antineoplasicas (Choudhury, 2006, )

Mentha rotundifolia € um hibrido entre o M.longifolia (L.) e M. suaveolens
Ehrh. Alguns autores tém considerado M. rotundifolia como um sinénimo de
M.suaveolens (Kokkini & Papageorgiun, 1988). Brada (2006), relatou diversos
guimiotipos na composicao do 6leo de M.rotundifolia. Um deles é particularmente
rico em Oxido de piperitenona, um monoterpeno oxigenado, cujos efeitos



biolégicos tém sido investigados.

O objetivo desse estudo € avaliar a citotoxidade do extrato hexanico obtidos
da folha da M. spicata e M. rotundifolia, em cultivo in vitro das linhagens celulares
tumorais carcinoma de boca (KB) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e
ndo tumoral, fibroblastos de camundongo (3T3) (grupo controle).

2. Materiais e Método

Todas as linhagens celulares foram adquiridas do Banco de Células do Rio
de Janeiro/RJ.

Plantas Medicinais

As espécies M. spicata e M. rotundifolia foram coletadas em terreno
baldio, no Balneério dos Prazeres (Barro Duro), cidade de Pelotas, Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Para a preparacao dos extratos, 100 g de material vegetal seco foi
macerado com 1000mL de hexano P.A. (extrato hexanico), e submetido a agitacao
em 200rpm, a temperatura ambiente, por 3h. Subsequentemente, o extrato foi
filtrado e o residuo da planta foi re-extraido com o solvente fresco utilizado na
extracdo. O filtrado foi concentrado em aparelho rotavapor a vacuo e armazenado
em cubas de aco inox para congelamento inicial a -20°C e, posteriormente, a
-80°C.

O extrato foi diluido com Dimetilsulféxido (DMSO), onde a concentracado-méae
foi de 500 mg/mL. Entéo se procedeu as diluicbes obtendo concentra¢des a serem
testadas que variaram de 10 a 400mg/mL.

Avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos e frac6es nos cultivos celulares

Foram utilizadas placas de microcultivo com 96 cavidades. Na placa
para testes, as células foram suspendidas em 198 pyL de meio de cultivo DMEM
com 10% de SFB (soro fetal bovino) e incubadas durante 24h, a 37°C e 100% de
umidade relativa. Apoés, uma das placas com as células foi exposta a 2 pL de
cada uma das concentragdes crescentes do extrato por 48 horas e comparadas a
um grupo controle. Foram realizadas de 4 réplicas para cada concentracdo do
extrato.

Entdo as células foram fixadas mediante a adicdo de 50uL de Acido
tricloroacético 50% aos 200 pL de meio de cultivo e incubadas em refrigerador a
4°C durante 1h. Em seguida, foram realizadas 5 lavagens das cavidades das
placas c/ 200uL de agua destilada deionizada, e depois colocadas para secar ao
ar.

O ensaio colorimétrico foi realizado mediante a adicdo de 100uL de uma
solucéo de sulforodamina B 0,4%p/v (com acido acético 1%) em cada cavidade. A
placa foi mantida em repouso durante 30min a temperatura ambiente e depois
realizou-se cinco lavagens com acido acético a 1%, deixando as mesmas secarem
a temperatura ambiente. Depois, o corante foi ressolubilizado com 100uL de
solugcdo tampédo Tris Base e homogeneizado através de um agitador de placas
numa velocidade. Foi realizada a leitura da densidade Optica com aparelho
espectrofotdmetro leitor de placas de ELISA num comprimento de onda (A) de
492nm.



3. Resultados e Discussodes
A figura 1 mostra o efeito do extrato de hexanico da folha de Mentha
M.spicata associada com M.rotundifolia sobre a linhagem celular de fibroblastos
(NIH 3T3).
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Figura 1 : Curva dose — resposta, do extrato hexanico da folha de M. spicata associada a M.rotundifolia com
os fibrobastos (NIH 3T3)

Na figura 2 mostra a acdo do mesmo extrato sobre a linhagem tumoral de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

m MCF-7

-100 T T T J
1.0 1.5 2.0 25 3.0

Log10[FolMen,ug/ml)

Figura 2 : Curva dose-resposta, do extrato de Mentha M. spicata associada a M. rotundifolia com células
tumorais adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

Na figura 3 descreve o efeito do extrato hexanico da folha de M. spicata
associada M. rotundifolia sobre a linhagem de células tumorais carcinoma
epidermoide de boca (KB).

% de proliferagao
(23
8

1.0 15 2.0 25 3.0
Log10[FolMen.ug/mil]
Figura 3 : curva dose-resposta do extrato da folha de M. spicata associada a M. rotundifolia sobre células



tumorais de carcinoma epidermoéide de boca (KB).

No presente estudo, a escolha de usar estas duas espécies de Mentha esta
relacionada com suas propriedades individuais, sua abundéancia no Brasil e uso
popular como remédio terapéutico. O extrato aquoso das folhas de M. spicata &
usado para aliviar solugos, flatuléncia, tontura e como medicamento para
inflamacado, bronquite e para controlar vomitos durante a gravidez (Arumugam,
2008).

Muitos estudos tém avaliado os Oleos essenciais de M. spicata e
M.rotundifolia, especialmente em seus aspectos quimicos (Brada 2006), porém
pouco se sabe sobre a composicdo do extrato hexanico. No entanto, em estudo
recente, foi observado que o0s extratos hexanicos e 0leos essencias tém
composicao quimica semelhante quanto a terpenos (Kordali 2009). Desta forma os
Oleos M. spicata contém monoterpenos, tais como: carvona (29-74%), limoneno
(4-24%) e cireole (3-18%) (Arumugam 2008).

Outro estudo preliminar ja realizado no Instituto de Quimica da UFPel em
2009, utilizando o mesmo banco de células, no entanto com um extrato hexanico
da flor de M. spicata associada a M.rotundifolia, mostrou grande diferenca nos
resultados. O extrato da flor de Mentha teve oOtimos resultados na acédo
antiproliferativa e morte celular em células tumorais de carcinoma epidermdide de
boca(KB) e resultados ndo tdo animadores sobre a linhagem tumoral de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) comparados ao resultados obtidos
em nossa pesquisa.

4. Concluséo

Conclui-se que o extrato hexanico da folha de M. spicata associada a M.
rotundifolia apresenta atividade antineoplasica sobre as linhagens celulares de
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma epidermdide de boca (KB)
e fibroblastos de camundongo (3T3), contudo a acdo sobre estas duas ultimas
linhagens foi bastante reduzida provocando apenas uma leve reducdo na
proliferacdo celular. Faz-se necessario, entretanto, estudos com as fracbes do
extrato para o isolamento e identificacdo dos componentes antineoplésicos.
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