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RESUMO

O céncer é o principal problema de salde publica no mundo e, seu tratamento mais recorrente é a
quimioterapia. Esta apresenta diversos efeitos colaterais, tais como nduseas, queda de cabelo, fraqueza,
ganho ou perda de peso. A vista disso, o gengibre (Zingiber officinale roscoe) apresenta-se como um
fitoterapico, exercendo atividade anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antioxidante e antitumoral.
Através do presente estudo realizou-se o teste do MTT para averiguar a citotoxicidade do extrato
hidroetanélico (EtOH:H20 70:30 (v/v)) de gengibre para as células tumorais hepaticas de Rattus
norvegicus (HTC) e células normais de rim de macaca (LLC-MK?2). Foram testadas as concentraces de 5,
10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 ug mL™* nos tempos de 24, 48 e 72 horas. O composto apresentou-
se ser citotoxico sobretudo para células cancerigenas, visto que foi citotéxico apenas para as células HTC
e ndo para as células LLC-MK2. Sendo assim, o Zingiber officinale roscoe, por ser um alimento acessivel,
popular e um antitumoral eficiente, € um potencial recurso terapéutico.
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ABSTRACT

Cancer is the main public health problem in the world, and its most used treatment is chemotherapy. It has
several side effects such as nausea, hair loss, weakness, and gain or loss of weight. In view of this, ginger
(Zingiber officinale roscoe) presents itself as an herbal medicine, exerting anti-inflammatory, antibacterial,
antiviral, antioxidant, and antitumor activity. Through the present study, the MTT test was performed to
investigate the cytotoxicity of the hydroethanolic extract (EtOH:H20 70:30 (v/v)) of ginger to the liver
tumor cells of Rattus norvegicus (HTC) and normal monkey kidney cells (LLC-MK?2). Concentrations of
5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 and 1000 pg mL* were tested at times of 24, 48 and 72 hours. The
compound was shown to be cytotoxic mainly to cancer cells, as it was cytotoxic only to HTC cells and not
to LLC-MK?2 cells. Thus, Zingiber officinale roscoe, being an accessible, popular and efficient antitumor
food, is a potential therapeutic resource.

Keywords: Cancer, ginger, cytoxicity.

1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional de Céancer (INCA), a incidéncia e mortalidade de pessoas com cancer
tém crescido mundialmente, e essa doenca é considerada o principal problema de satde publica no mundo
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(INCA, 2019). A quimioterapia é o modo mais comumente utilizado para o tratamento do cancer, que consiste
no ataque as células do paciente, sejam elas normais ou cancerigenas. Sendo assim, ha efeitos colaterais
protuberantes, por exemplo, nauseas, queda de cabelo, fraqueza, ganho ou perda de peso (DA CRUZ;
ROSSSATO, 2015).

A fitoterapia consiste no tratamento de doencas por meio do uso de plantas medicinais. E menos agressiva,
e mais acessivel e viavel economicamente, logo, possui um grande potencial como recurso terapéutico
(WALDENORA et al., 2018).

O gengibre (Zingiber officinale roscoe), tem origem do sudeste asiatico, mais especificamente da india, e
tornou-se destaque como fitoterapico; visto que, possui componentes com efeitos benéficos para saude. Tais
como: anti-inflamatorio, antibacteriano, antiviral, antioxidante e antitumoral (MAO et al., 2019).

E uma especiaria muito popular na culinria, possui aroma forte e sabor picante. A parte utilizada dessa
espécie sdo 0s rizomas: caules horizontais, visto que o gengibre ndo dispde de raizes e sim desses rizomas
(RIBAS-SILVA, 2013). E constituido por dois grupos: os 6leos volateis e 0s compostos pungentes néo-
volateis, onde concentram-se a maior quantidade de bioativos, como por exemplo, os compostos fenolicos
(SHUKLA; SINGH, 2007).

Shukla e Singh (2007) salientaram que paises do sudeste da Asia apresentaram menores indices de cancer
quando comparados aos da Asia ocidental, correlacionando-os com a culinéria, de modo que alimentos, como
0 proprio gengibre, previnem o desencadeamento do processo de carcinogénese. Dessa forma, seu efeito
antitumoral pode ser proveitoso para o tratamento de cancer.

O teste de MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide] consiste em avaliar a
atividade metabdlica das células, por um processo de redugdo. Conforme as células vivas (metabolicamente
ativas) reduzem o MTT, ha a mudanga de coloracdo do mesmo para roxo. Apos sua aplicagéo, é feito a
colorimetria para obter as absorbancias de cada concentracao, ou seja, 0 qudo toxico foi 0 composto em questdo
(VAN MEERLOO etal., 2011; ICB, 2019).

Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a atividade citotoxica/antitumoral do extrato de gengibre
atraves do teste de citotoxicidade em células tumorais hepéticas de Rattus norvegicus (HTC) e células normais
de rim de macaco (LLC-MK2).

2 MATERIAIS E METODOS

Para o preparo da solugéo a ser testada no teste de citotoxicidade/atividade antitumoral/antiproliferativa
foram pesadas 4 mg do extrato hidroetandlico (EtOH:H20 70:30 (v/v)) de gengibre. Este extrato foi diluido,
com o auxilio de vortex, em 1 mL de meio de cultura. Desta solu¢do foram preparadas as seguintes
concentragdes teste: 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ¢ 1000 pg mL* de meio de cultura suplementado com
soro bovino fetal.

As células de hepatoma de Rattus norvegicus (HTC), adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, e
as células normais de rim de Macaca mullata (LLC-MK2), foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?
contendo 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen —
Carlsbad, CA, EUA) e incubadas em estufa tipo BOD a 37 °C com 5% de CO..

Para realizar o teste da atividade citotdxica/antitumoral/antiproliferativa foi utilizado o ensaio MTT, de
acordo com o protocolo sugerido por Mosmann (1983), com modifica¢es. Foram utilizadas placas de cultivo
de 96 pogos onde, em cada pogo, foram semeadas 2,0x10* células HTC ou 1,0x10° células LLC-MK2, com
excec¢do do poco de controle sem célula (branco). Apds 24 horas, 0 meio de cultura de cada poco foi descartado
e adicionou-se 100 uL de meio completo para os grupos: controle negativo (CO") (meio de cultura), controle
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positivo (CO*) com o agente citotdxico metil metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos com as
diferentes concentracdes do extrato.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apds esse tempo, 0 meio de cultura foi substituido por
100 pL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT (0,167 mg mL?). A placa foi incubada
novamente por mais 4 horas e, na sequéncia, foi descartado o meio contendo MTT e aos pocos foram
adicionados 100 pL. de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizagdo dos cristais de formazan. A leitura das
absorbancias foi realizada em uma leitora de microplaca (Thermo Plate) a 492 nm.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo das absorbancias e submetidos a anélise de
variancia (one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet, com o uso do programa Action Stat. As diferencas
foram consideradas sendo estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados por meio da Eq. (1).

Ve = (52) x 100 (1)

ABSco-—
Onde:

VC = Viabilidade celular [%];

ABS; = Absorbancia do tratamento;

ABS,_ = Absorbancia do controle negativo.

3 RESULTADOS

Os dados da Figura 1 apresentam os resultados das absorbancias médias dos tratamentos das células
tumorais de figado (HTC) com o extrato de gengibre, pelo teste de citotoxicidade/atividade
antitumoral/antiproliferativa. A anélise estatistica mostra que as concentragdes acima de 200 pg mL ™, nos trés
tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 horas), foram citotdxicas, com absorbancias médias estatisticamente menores
que a do controle negativo. As concentragdes de 1 pg mL™ (24 horas) e 100 ug mL™ (24 e 48 horas) também
foram citotoxicas para as células HTC. Além disso, as viabilidades celulares (Tabela 1) das concentragdes a
partir de 200 pg mL* variaram de 4,27 a 11,54% (24 horas), 5,06 a 13,55% (48 horas) e 18,29 a 40,34% (72
horas). A atividade antioxidante do gengibre pode ter atuado diminuindo o estresse oxidativo gerado pelas
préprias modificacdes das células tumorais e, assim, desempenhando a atividade citotoxica/antitumoral nas
celulas HTC.

Figura 1 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais de figado de rato (HTC) tratadas por 24,
48 e 72 horas com as concentragdes (ug mL™) do extrato de gengibre.
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* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria Propria (2021).
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Tabela 1 - Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de figado de rato (HTC), tratadas com as
diferentes concentracdes (ug mL™) do extrato de gengibre, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT.

CélulaHTC
Grupos VC [%]
24h | 48h |  72h

CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 7,08 0,27 17,26
CS 68,30 90,93 122,27
5 82,12 125,00 112,42
10 102,40 90,64 130,18
50 75,99 111,71 119,71
100 34,92 49,77 98,13
200 4,27 5,76 23,22
300 11,54 5,12 18,29
400 8,39 5,06 33,91
500 7,18 5,93 21,71
1000 10,33 13,55 40,34

Fonte: Autoria Propria (2021).

Estudos fitoquimicos demostram que o gengibre é rico em 6-gingerol e shogaol. Estes compostos
apresentam diversas atividades bioldgicas, como propriedades antioxidantes e antiinflamatérias (YOUNG et
al., 2005; DUGASANI et al., 2010). De acordo com Radhakrishnan et al. (2014), o 6-gingerol desempenhou
efeito citotoxico e antiproliferativo em células de cancer de c6lon humano, enquanto as células normais do
célon ndo foram afetadas. Este composto pode estar constituido no extrato de gengibre do presente estudo,
sendo assim, foi possivel observar resultado semelhante, onde o gengibre apresentou efeito citotéxico nas
concentragdes a partir 200 pg L™ em células tumorais de figado de rato em todos os tempos (24, 48 e 72 horas)
(Figura 1), entretanto nas células normais de rim de macaco apenas a maior concentracdo (1000 pg L) do
extrato de gengibre, no tempo de 72 horas (Figura 2) apresentou efeito citotéxico. Além disso, pode-se notar
que nas células normais ocorreu uma proliferacdo celular em todos os tempos, chegando a uma viabilidade de
celular (Tabela 2) de 121,55% (1000 pg L) em 24 horas, 131,63% (500 pg L) em 48 horas e 117,98% (5 g
L) em 72 horas.

Figura 2 - Absorbancia média e desvio-padrao de células normais de rim de macaco (LLC-MK?2) tratadas
por 24, 48 e 72 horas com as concentragdes (ug mL™) do extrato.
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* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria Propria (2021).
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Tabela 2 - Percentual de viabilidade de células (VC) normais de rim de macaco (LLC-MK?2), tratadas com as
diferentes concentracdes (ug mL™?) do extrato de gengibre, por 24, 48 e 72 horas, pelo teste do MTT.

Célula LLC-MK2

Grupos VC [%]
24 h 48h | 72h
co- 100,00 100,00 100,00
CO+ 6,32 35,52 29,63
5 106,31 94,13 117,98
10 9549 106,83 101,39
50 98,72 102,05 101,33
100 101,83 106,63 90,84
200 108,06 84,90 93,62
300 11557 74,68 94,56
400 78,76 64,94 92,67
500 11587 131,63 78,80
1000 12155 110,86 63,76

Fonte: Autoria Propria (2021).

4 CONCLUSAO

O Zingiber officinale roscoe apresentou ser citotoxico para células tumorais de figado de rato (HTC) para
concentragdes acima de 200 ug mL™. N&o teve a mesma atividade em células normais de rim de macaco (LLC-
MK?2), apenas uma leve citotoxicidade para a maior concentracdo e no tempo de avaliacdo de 72 horas. O
presente estudo atestou a atividade antitumoral ja indicada na literatura, todavia, em diferentes linhagens
celulares.

Por conseguinte, esse composto apresenta um potencial notavel como antitumoral, visto que induz a
apoptose celular sobretudo de células cancerigenas. E um alimento acessivel e popular, se apresentando como
um vantajoso recurso terapéutico em um panorama futuro.
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