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O artigo discute a composi¢do quimica e o potencial farmacoldgico antioxidante de Mentha suaveolens,
também conhecida como hortela-macéa. A planta é uma Magnoliopsidea pertencente a familia Lamiacea e
é nativa da Holanda, Africa, Europa Ocidental e Sul, encontrada tipicamente ao longo das margens de
riachos, rios e pantanos. O constituinte de maior demanda comercial encontrado nesta espécie é o
monoterpeno mentol, que é amplamente utilizado nas indUstrias farmacéutica e alimenticia. Nesse sentido,
0 artigo tem como objetivo determinar a influéncia das estagdes do ano na composi¢do quimica e no
potencial farmacoldgico de extratos das folhas de M. suaveolens, determinando as concentra¢des de fendis
totais, flavonoides, atividade antioxidante, citotoxicidade contra Artemia salina Leach e andlise de
toxicidade oral aguda em ratos Wistar. O estudo coletou amostras de plantas durante trés estagdes: verao,
primavera e outono. Os resultados mostraram que a maior concentracao de fendis totais, flavonoides, maior
atividade antioxidante e menor toxicidade, foram obtidas da planta colhida no verdo. Dessa forma, esse
extrato foi submetido aos testes in vivo, apresentando auséncia de toxicidade para o peso do animal, peso
do figado, parametros bioquimicos e hematoldgicos analisados. Ademais, os resultados indicaram a melhor
época de coleta para extratos da planta, quando aplicada a finalidade dessa pesquisa. Além disso, o estudo
revelou informagdes importantes sobre o potencial antioxidante e sobre a seguranga para ingestdo de
extratos dessa planta, nas concentrages testadas.

Palavras-chave: horteld, antioxidante, atoxico.

The article discusses the chemical composition and antioxidant pharmacological potential of Mentha
suaveolens, also known as apple mint. The plant is a Magnoliopsidea belonging to the Lamiacea family and
is native to the Netherlands, Africa, Western and Southern Europe, typically found along the banks of
streams, rivers and swamps. The constituent species with the greatest commercial demand found is the
monoterpene menthol, which is widely used in the pharmaceutical and food industries. In this sense, the
article aims to determine the influence of the seasons on the chemical composition and pharmacological
potential of extracts from M. suaveolens leaves, determining the concentrations of total phenols, flavonoids,
antioxidant activity, cytotoxicity against Artemia salina Leach and analysis of acute oral toxicity in Wistar
rats. The study collected plant samples during three seasons: summer, spring and autumn. The results
demonstrated that a higher concentration of total phenols, flavonoids, greater antioxidant activity and lower
toxicity were obtained from the plant harvested in the summer. Therefore, this extract was subjected to in
vivo tests, showing no toxicity for the animal's weight, liver weight, and comparative biochemical and
hematological parameters. Furthermore, the results indicated the best collection time for plant extracts,
when applied specifically from this research. Furthermore, the study revealed important information about
the antioxidant potential and safety of ingesting extracts from this plant, at the concentrations tested.
Keywords: mint, antioxidant, non-toxic.

1. INTRODUCAO

Mentha suaveolens Ehrh (M. suaveolens), é uma Magnoliopsidea pertencente a familia
Lamiacea [1]. Esta espécie é nativa da Holanda, Africa, ocidente e sul da Europa, sendo
geralmente encontrada as margens de riachos, rios e pantanos (locais de grande umidade) [2]. A
medicina tradicional de areas mediterraneas tem utilizado essa planta devido aos seus diversos
efeitos benéficos a salde humana. Extratos de M. suaveolens, tem sido usada para amenizar casos
de tosse, bronquite, nduseas e anorexia, além de poder ser empregada em doengas de pele e
reumatismo [1, 2]. Além disso, destaca-se, a partir de sua composicao, a atividade antioxidante
que é de grande importancia para o0 consumo humano, uma vez que a estrutura desses compostos
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apresenta grupos hidroxilas (OH), responsaveis pela neutralizacdo de radicais livres no organismo
[3].

Mentha suaveolens, assim como outras plantas, possui metabdlitos secundarios que sdo
responsaveis por seu mecanismo de defesa contra raios ultravioleta e fungos, além de atrair insetos
polinizadores [4]. Os metabolitos presentes na planta podem apresentar concentracdes variaveis,
dependendo das condicdes de cultivo. Dentre os metabdlitos secundarios de M. suaveolens, tem-
se 0 grupo de compostos fenolicos e o subgrupo de flavonoides. Estes atuam no crescimento,
desenvolvimento e defesa das plantas [5].

Nas Gltimas décadas, a pesquisa em plantas medicinais, tém se tornado mais critica e
aprimorada, encontrando fitoquimicos bioativos abundantes. Esses fitoquimicos tém revelado um
papel fundamental na prevencéo de doencas cronicas, como o cancer, doenca cardiaca coronéria
e diabetes [6-8]. Além disso, existem fortes evidéncias de que o estresse oxidativo causado por
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio sdo a principal causa de vérias doencas
neuroldgicas humanas, como cancer, doengas cardiovasculares, diabetes, doencas
neurodegenerativas (doencas de Alzheimer e Parkinson, sindrome de Down, doenga de
Huntington e a esclerose lateral amiotréfica), doencas psiquiatricas (depressdo, esquizofrenia,
transtorno bipolar), doenca renal, doenca pulmonar (obstrugdo pulmonar cronica, cancer de
pulméo) e envelhecimento. Nesse sentido, compostos antioxidantes encontrados em alimentos e
plantas medicinais podem ser usados como agentes quimiopreventivos [3, 9, 10].

Nesse contexto, devido ao grau complexidade das doencas, é necessario que haja sobretudo
mais beneficios do que efeitos adversos para ingestdo de medicamentos. Assim, analises de
toxicidade com modelos in vivo sdo importantes porque permitem avaliar os efeitos de substancias
guimicas em organismos vivos, como animais de laboratdrio, que sdo usados como modelos para
prever o comportamento dessas substancias em humanos. Isso é essencial para a seguranca de
produtos quimicos, medicamentos e alimentos, pois ajuda a identificar e avaliar os riscos
potenciais associados ao uso dessas substancias [11-12].

Além disso, estudos envolvendo a composi¢do quimica e o potencial farmacoldgico de plantas
medicinais tém contribuido significativamente para o desenvolvimento de novos produtos
terapéuticos [12-13]. Entre as espécies de interesse, a Mentha suaveolens se destaca por suas
propriedades antioxidantes e medicinais, amplamente atribuidas a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides em suas folhas [14]. Esses metabdlitos secundarios desempenham um
papel crucial no combate ao estresse oxidativo, 0 que 0s torna potenciais candidatos no
desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas.

No entanto, as concentracdes destes metabolitos sofrem a influéncia da sazonalidade, sendo
um fator determinante na variabilidade quimica de espécies vegetais, influenciando diretamente
suas propriedades bioativas [15]. Desse modo, compreender essas flutuagdes é fundamental para
identificar o melhor periodo de coleta, garantir a padronizacdo de extratos e potencializar sua
eficacia em aplicacOes terapéuticas. Apesar da relevancia desse aspecto, poucos estudos
investigaram como a sazonalidade afeta a composi¢do quimica e a atividade farmacologica de
M. suaveolens.

O objetivo deste estudo foi investigar como as estacdes do ano influenciam a composicéao
quimica e o potencial farmacolégico dos extratos das folhas de M. suaveolens. Para isso, foram
determinadas as concentragdes de fendis totais, flavonoides, atividade antioxidante e o perfil de
citotoxicidade contra Artemia salina Leach, com o objetivo de identificar variagcbes sazonais
significativas nesses pardmetros. Com base nesses resultados, selecionou-se o extrato mais
eficiente, aquele que apresentou os melhores resultados antioxidantes e de menor toxicidade sob
A. salina, para a realizagéo de testes in vivo de toxicidade oral aguda em ratos Wistar, avaliando
0 impacto do composto no organismo e sua viabilidade para aplicacGes futuras.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas para as analises foram coletadas em uma propriedade privada,
localizada na Linha Faguense, ao norte do municipio de Frederico Westphalen, Rio Grande do
Sul (-27°21°38’’S; -53°24°52°’0, altitude 550 m). A espécie coletada foi identificada como
Mentha suaveolens, sendo a identificacdo da planta conduzida por comparagdo com o banco de
dados Tropicos (https://www.tropicos.org/home), projeto registrado no SISGEN sob


https://www.tropicos.org/home

T.M. Salgo et al., Scientia Plena 21, 037201 (2025) 3

N° A33EBDC. Considerando a diferenca na composi¢do quimica de M. suaveolens nas diferentes
estacBes de crescimento da planta [16], a coleta das plantas de M. suaveolens foi realizada durante
trés estacdes do ano: verdo, primavera e outono. Nao houve coleta no inverno, uma vez que a
planta ndo se desenvolve nessa estacdo devido a ocorréncia de geadas na regido de Frederico
Westphalen.

Apdbs a coleta, o0 material vegetal foi submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar
forgada a temperatura de 50 + 2 °C. Posteriormente, a planta foi triturada em moinho de facas e
tamisadas, obtendo a amostra com tamanho de particula inferior a 300 um. O processo de
preparacdo do extrato bruto se deu a partir da adigdo de 10 g de planta previamente seca e tamisada
a 100 mL de MeOH, sob refluxo. A amostra foi introduzida em um baldo de fundo redondo junto
ao solvente extrator e conectado ao condensador de bola, durante 4 h. Finalmente, o extrato foi
seco em evaporador rotativo obtendo-se assim o extrato bruto.

2.1 Determinacdo de fenois e flavonoides totais

A quantificacdo do teor de fendis totais foi determinada pelo método Folin-Ciocalteu,
contando com adaptacdes [17]. Nesse método, utiliza-se &cido galico como padréo de referéncia.
Uma solucdo de concentracdo 250 mg L de extrato bruto foi preparada, usando como diluente
metanol. Em seguida, 1 mL dessa solugéo foi adicionada a 0,5 mL de Folin-Ciocalteu a 20% e a
mistura permaneceu em repouso por 5 minutos.

Apos o periodo de repouso, a solugdo foi adicionada a 5 mL de Na,CO3 a 7,5% e agitada por
1 minuto em um vortex, A mistura foi deixada em repouso novamente por 40 minutos e ap6s esse
periodo, as solugdes foram lidas em espectrofotémetro UV-VIS 1800 Shimadzu®, Sdo Paulo,
Brasil, em comprimento de onda 750 nm.

A curva de calibracéo (y = 0,0056x + 0,0436; Rz = 0,9993) seguiu 0 mesmo procedimento e
as mesmas condi¢fes da amostra. As concentragfes utilizadas na curva variaram de 10 a 2
50 mg.L*. O branco foi preparado utilizando o solvente extrator e os demais reagentes utilizados.
Todas solucdes as solucbes foram preparadas em triplicata. Os resultados foram expressos em mg
de acido galico equivalente por g de extrato bruto (mg EAG/g de extrato bruto) [18-19].

A quantificacdo de flavonoides totais foi realizada a partir do método do cloreto de aluminio
como descrito por Fatiha et al. (2015) [20], contando com adaptacGes. Nesse método utiliza-se
rutina como padréo de referéncia. Uma solugdo com concentracdo de 1000 mg L de extrato bruto
foi preparada. Em seguida, 2 mL dessa solu¢do foram transferidos para um tubo de 15 mL e
adicionados 2 mL de metanol e 1 mL de AICI; a 10%. A solucéo foi agitada em vortex por
1 minuto e deixada em repouso por 30 minutos.

Posteriormente, as solugdes foram lidas em espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de
onda 430 nm. Para a construgdo da curva de calibragdo procedeu-se da mesma maneira, seguindo
as condicdes da amostra. As concentragfes utilizadas para a curva (y = 0,0054x — 0,0057;
R2=0,9991) foram de 10 a 150 mg L. Para o branco utilizou-se do solvente extrator e os demais
reagentes utilizados, sendo que as amostras foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
expressos em mg equivalente de rutina por g de extrato bruto (mg ER/g extrato bruto).

2.2 Determinacao da atividade antioxidante (DPPH?)

A quantificagdo da atividade antioxidante seguiu 0 método de sequestro de radicais livres
DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), descrito por Rufino et al. (2007) [21], com adaptagdes.
O padrdo de referéncia utilizado foi o acido ascorbico, para cada amostra de extrato bruto foi
realizada uma curva de calibragdo em cinco concentracdes de 5 a 1000 mg.L™.

Em sua forma radical, o DPPH apresenta uma coloracgdo violeta escura, e em sua forma estavel,
uma coloracdo violeta clara. Se a absorbancia for muito baixa, pode atingir uma coloracdo amarela
[20].

A partir da produgdo da curva de calibracdo, 1 mL da solugdo de cada concentracdo foi
adicionado de 3 mL de solu¢do de DPPH a 0,1 mmol, ficando em repouso durante 30 minutos ao
abrigo da luz. Posterior ao repouso as solugdes foram lidas em espectrofotdmetro UV-VIS em
517 nm. Para o branco utilizou-se o solvente extrator e 0s demais reagentes utilizados.
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As amostras foram lidas em triplicata e todo o processo ocorreu em ambiente com pouca
incidéncia de luz, bem como todas as solucdes permaneceram em abrigo de luz até sua leitura.

2.3 Teste de toxicidade frente Artemia salina Leach

A avaliacdo foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982) [22].
Para a eclosdo dos ovos, foi preparada uma solugdo salina na concentracdo 0,7 mol.L de NacCl,
com constante aera¢do no sistema. O pH foi mantido entre 6,0 e 7,0 e a temperatura entre 26 e
28°C, sob iluminacdo artificial durante 36 h. Inicialmente foi feita uma solucéo estoque de extrato
na concentracdo 1000 mg.Lt e a partir dela realizou-se a dilui¢do das amostras nas concentragdes
de 250, 500, 750 mg.L™.

Na realizagdo do bioensaio, foram transferidos 10 nduplios para um tubo de ensaio juntamente
a 2,5 mL de solucdo salina e 0,5 mL de amostra. Para o controle positivo utilizou-se 2,5 mL de
solucdo salina e 0,5 mL de K,CrOsa 0,2 mol.L. No controle negativo utilizou-se somente 3 mL
de solucdo salina. Todas as diluicbes e controles negativos e positivos foram realizados em
triplicata. Os tubos de ensaio foram mantidos nas condi¢fes do aquario de eclosdo. Apds 24 h foi
realizada a contagem de animais sobreviventes e mortos. Foram consideradas mortos, os nauplios
que se mantiveram imoveis por mais de 10 s.

2.4 Toxicidade oral aguda

A andlise de toxicidade oral aguda do extrato de M. suaveolens seguiu 0 método estabelecido
pelas diretrizes da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD),
Guideline [23], para o ensaio de produtos quimicos. O estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA URI), sob o nimero 77. A diluicdo do extrato bruto foi feita
com agua e Tween 80 em uma proporcdo de 9,99/0,1 ml.

As doses foram administradas de forma Gnica, nas concentracdes de 300 mg.kg™* e 2000 mg.kg"
! por gavagem. O teste ocorreu inicialmente com seis ratas Wistar, fémeas nuliparas e nao
gravidas, com 8-12 semanas, escolhidas aleatoriamente, provenientes do Laboratdrio de Modelos
Bioldgicos Experimentais (Lamobex), da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missbes (URI), em Frederico Westphalen.

Os animais foram mantidos em grupos de trés, divididos entre grupo controle e grupo teste,
em caixas de polipropileno, recobertas com maravalha em temperatura constante controlada (23
+ 2°C) e ciclo de claro/escuro de 12 h. Além disso, receberam ragéo padrdo e 4gua ad libitum,
tratados conforme a Lei n° 11.794/2008, que regulamenta o uso de animais para pratica didatico-
cientifica. Antes da administracéo das doses de extrato, os ratos foram mantidos em jejum durante
12 h, com 4gua ad libitum, voltando a receber alimento somente 3 a 4 h apds a gavagem, sob
observacdo a cada 24 h, durante 14 dias e o peso foi aferido semanalmente. Ao final do tratamento,
os animais foram eutanasiados com cetamina (80 mg.kg?) e xilazina (10 mg.kg™) e o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca, para avaliacdo de parametros bioguimicos, hematoldgicos e
observacdo dos 6rgaos internos e pesagem do figado.

Do sangue coletado, realizou-se a quantificacdo Hemacias, Hemoglobina, Hematocrito, VCM
(volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracao de
hemoglobina corpuscular média), RDW (amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos),
Leucdcitos, Neutrdfilos, Eosinofilos, Basofilos, Linfocitos, Mondcitos, Plaquetas e VPM (volume
médio de plaquetas). Além disso, foram analisados os valores dos parametros bioquimicos:
Glicose, Ureia, Creatinina, TGO e TGP.

Os parametros hematol6gicos foram determinados pelo equipamento ABX pentra 60 e 0s
bioquimicos pelo sistema de automacdo em bioquimica, BS200E (Mindray). As analises
ocorreram no Laborat6rio de Analises Clinicas da URI.
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2.5 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi feita pelo teste ANOVA (com 95% de confian¢a) de
via Unica, em software Microsoft® Office Excel 2013, sequido pelo teste Tukey realizado no
software Past® 4.02.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fenois totais e flavonoides totais

A maior concentracdo de fendis totais foi obtida na amostra do verdo com 239,2 + 3,53 mg
equivalente a acido galico (EAG g) de extrato bruto, tendo a menor concentragdo no outono com
171,7 + 2,12 mg (EAG g*) extrato bruto (Tabela 1). De igual modo, a maior concentragdo de
flavonoides totais foi obtida na amostra do verdo com 152,07 £ 2,74 mg equivalente de rutina
(ER g?) de extrato bruto, tendo menor concentracdo no outono com 144,94 + 2,61 mg (ER g?)
extrato bruto.

Tabela 1: Concentracéo de fendis e flavonoides totais em mg EAG g* de extrato bruto para cada uma
das trés esta¢bes do ano analisadas.

Parametro Verao Primavera Outono
*Fenodis 239,20c + 3,53 193,50b + 4,54 171,70a + 2,12
**Elavonoides 152,07a + 2,75 150,40a + 3,01 144,94a + 2,61

Média + erro padrdo. *Médias seguidas da mesma letra minUsculas para concentracdo de fendis e

flavonoides apresentados para cada uma das trés estacdes do ano analisadas ndo diferem estatisticamente
com p < 0,05; Tukey. Letras iguais para os testes demonstram ndo haver diferenga estatistica significativa.

A maior concentragcdo foi encontrada na amostra coletada no verdo, enquanto a menor
concentragdo foi encontrada na amostra coletada no outono para ambos os compostos. Essa
variacao geralmente pode ser explicada pelas diferentes condi¢cdes ambientais, como temperatura,
umidade e intensidade de luz solar, que afetam o metabolismo da planta e, consequentemente, a
producdo de compostos quimicos como os fendis. Os fendis s&o compostos com atividade
antioxidante, portanto, a variacdo na sua concentracdo pode afetar o potencial farmacolégico da
planta [23].

As condigbes ambientais sazonais desempenham um papel crucial na modulagdo do
metabolismo vegetal e na producdo de metabdlitos secundarios, como fendis e flavonoides [24].
Altas temperaturas, tipicas do verdo, aceleram o metabolismo vegetal, estimulando vias
biossintéticas e aumentando a concentracdo desses compostos. A intensidade luminosa,
especialmente a luz solar direta, também exerce influéncia significativa, pois a radiacdo UV
estimula a sintese de flavonoides que atuam como agentes protetores contra 0s danos causados
por essa radiagdo [25]. Além disso, a disponibilidade hidrica é um fator determinante, ja que
periodos de seca podem induzir a producdo de compostos fendlicos como resposta ao estresse
ambiental, protegendo a planta contra condi¢Ges adversas [26]. Essas respostas adaptativas
envolvem, em nivel bioquimico, a ativacdo ou inibicdo de enzimas chave que participam da
biossintese desses compostos, além da regulacdo da expressao de genes especificos que ajustam
o perfil quimico da planta de acordo com as condi¢Bes sazonais [27]. Assim, 0 ambiente atua
como um modulador direto do metabolismo secundario, ajustando a composi¢do quimica da
planta para atender as demandas de protecédo e sobrevivéncia [28].

As diferengas observadas nos valores obtidos nos extratos das estagdes sugerem que a
concentracdo desses compostos pode alterar de acordo com a época do ano em que a planta é
coletada. No entanto, foi observado que os valores de flavonoides totais ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre as trés estacfes. 1sso significa que a concentracdo de
flavonoides totais e fendis totais ndo esta necessariamente relacionada e que outros fatores podem
estar afetando a presenca ou concentracdo desses compostos nas plantas. Isso pode ser explicado
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pelo fato de que os flavonoides estdo mais associados a defesa da planta que, por ser necesséaria
para a sobrevivéncia das espécies, pode manter suas concentracdes menos variaveis [29-30]. O
conjunto dos resultados traz implicagdes importantes para a colheita e uso de plantas com
propriedades antioxidantes, pois sugerem que a época do ano em que as plantas sao colhidas ou
coletadas pode afetar a concentragdo de fenodis totais, 0 que pode influenciar sua atividade
antioxidante e potencial terapéutico.

Comparando os resultados obtidos com outras analises ja feitas com essa espécie [31], foram
encontrados valores superiores para flavonoides e inferiores para fendis, nas quais os autores
apresentaram o teor de fendis totais de 350 + 0,96 mg EAG/g de extrato bruto e o teor de
flavonoides totais igual a 79,44 + 0,76 mg ER/g de extrato bruto. Comparando os valores da
literatura com os do presente trabalho, observou-se que a quantidade de flavonoides encontrados
no extrato produzido a partir da planta coletada no verdo foi aproximadamente 1,9 vezes maior
que o apresentado por Boussouf et al. (2017) [31]. Entretanto o valor obtido de compostos
fendlicos foi aproximadamente 1,4 vezes menor que o encontrado pelo autor citado anteriormente.

Essa variacdo pode decorrer por fatores como local de crescimento da planta, indicie
pluviométrico, radiacdo solar e metodologia de extracdo. Essa comparagao pode ajudar a entender
as diferencas na concentracdo de compostos antioxidantes em diferentes amostras da mesma
espécie de planta e pode ser til para orientar o uso dessas plantas em diferentes contextos, como
na produgdo de medicamentos ou produtos naturais [32].

3.2 Atividade antioxidante

Dentre as estagdes analisadas, a amostra do verdo obteve a maior atividade antioxidante com
concentracéo de 44,81 ug mL™, que em relagdo ao EC50 (quantidade de antioxidante necessaria
para reduzir 50% da quantidade inicial do radical livre) do padrdo acido ascérbico
(9,62 ug mL1) demonstrando uma alta atividade antioxidante (Tabela 2).

Tabela 2: Concentrac@es de extratos relativos ao valor de ECso, em diferentes esta¢des do ano.

Amostra ECso(ug mL-1)
Outono 441,7c + 24,16
Primavera 314,4b + 5,89
Verdo 45,25a £ 1,17

Média =+ erro padrdo. *Médias seguidas da mesma letra mindsculas para concentracdo de extratos relativos
ao valor de ECsp apresentados para cada uma das trés estagbes do ano analisadas ndo diferem
estatisticamente com p<0,05, Tukey.

Observando os valores obtidos para 0 ECso nota-se uma grande variagdo entre as estagoes,
sendo que o maior potencial antioxidante foi encontrado na planta colhida no verédo, enquanto o
menor potencial antioxidante foi encontrado na planta colhida no outono. Aplicado o teste
estatistico de Tukey, no qual demonstrou-se que existe uma diferenca significativa nas
concentracdes de extratos relativos ao valor de ECso, em diferentes estacdes do ano.

Esses resultados indicam que a amostra coletada no verdo possui uma concentracao
significativa de compostos antioxidantes que podem ter potencial aplicacdo em diferentes
contextos, como na producdo de medicamentos, suplementos e aditivos alimentares, producédo de
combustiveis e cosméticos [33].

Ao comparar os resultados quantitativos de flavonoides, fendis e atividade antioxidante
(medida pela eficiéncia do extrato em capturar radicais livres) ECso, pode-se observar a relacdo
da sazonalidade como fator influéncia na variagdo destes parametros (Figura 1).
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Figura 1: Atividade antioxidante em relacao ao teor de fendis e flavonoides totais, nas diferentes
estacBes do ano. Quanto menor o valor de ECs, maior a atividade antioxidante.

A maior concentracdo de fendis, de acordo com os resultados obtidos nessa pesquisa, também
indicou uma maior atividade antioxidante, ou seja, uma menor concentracdo do extrato da planta
colhida no verdo foi necesséaria para atingir os valores de ECso.

No caso dos flavonoides, ndo houve diferenga significativa de concentragdo nas diferentes
estacOes em que as plantas foram coletadas. Isso indica que, no contexto desta pesquisa, a
presenca de flavonoides ndo influenciou diretamente a variagdo na atividade antioxidante. Esses
resultados reforcam a importancia de avaliar diferentes compostos presentes nas plantas e seus
efeitos no organismo, j& que cada composto pode ter uma funcéo e uma interag&o distinta.

Em estudos realizados por Benabdallah et al. (2016) [34] com a espécie, 0 valor do ECso em
extrato metandlico foi de 31,66 ug mL-1, sendo esse valor préximo ao obtido para o extrato da
planta coletada no verdo de 44,81 ug mL-1. Além disso, conforme Fatiha et al. (2015) [20], o
valor de ECsoencontrado em extrato etandlico foi de 71,3 pg mL-1, sendo superior ao encontrado
no presente trabalho. No caso dos valores obtidos para os extratos de outono e primavera, foi
observado um potencial antioxidante inferior aos encontrados na literatura, que possivelmente
podem ser explicados devido a um menor teor de compostos fendlicos. Diante do exposto, o
conjunto de pesquisas com resultados compativeis ressalta e confirma o alto potencial
antioxidante da espécie Mentha sauveolens, que pode proporcionar beneficios a satide humana
pelo fato de neutralizar radicais livres acumulados no organismo devido ao metabolismo celular
e fatores exdgenos [3].

3.3 Toxicidade frente a Artemia salina

A classificacdo das faixas de toxicidade, conforme Amarante et al. (2011) [35], sdo: alta
toxicidade com valor de DLs (dose letal para 50% da populacdo exposta) em concentracdes
menores de 100 pg.mL1; moderada toxicidade entre 100 pg.mL e 500 pg.mL™; baixa toxicidade

acima de 500 pg.mL*. O percentual de mortos foi menor no verdo para as concentragdes de estudo
(Tabela 3).

Tabela 3: Nimero de nduplios mortos, média de mortos, desvio padrdo e porcentagem de mortos.

Concentracao NuUmero de Médiade Desvio  Percentual de
pg/mL mortos mortos padrédo mortos (%)
VERAO Amostral Amostra2  Amostra3
250 6 2 3 3,66 2,08 36,6
500 5 5 9 6,33 2,31 63,3
750 6 6 10 7,33 2,31 73,3
PRIMAVERA Amostral Amostra2  Amostra3
250 5 3 7 5,00 2,00 50,0
500 7 8 6 7,00 1,00 70,0
750 8 9 8 8,30 0,58 83,3
OUTONO Amostral  Amostra2  Amostra3
250 5 6 7 6,00 1,00 60,0
500 7 8 9 8,00 10,00 80,0

750 9 9 10 9,30 0,58 93,3
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Com base nas equaces de retas obtidas (Verdo —y =0,0733x + 21,1; Primavera—y = 0,0667x
+ 34,4; Outono —y = 0,0667x + 44,4), foram calculadas as CLs, para cada amostra, refletindo os
resultados para o Teste de Toxicidade frente a A. salina (Tabela 4).

Tabela 4: Teste de toxicidade dos extratos produzidos nas diferentes esta¢cdes do ano, frente a A. salina
em suas respectivas concentracoes de CLso,

Amostra CLso (Mg mL-1) Toxicidade
Outono 83,35a Alta
Primavera 233,28b Moderada
Verao 394,13c Moderada

Média =+ erro padrdo. *Médias seguidas da mesma letra minusculas para concentragdo de CLso apresentados
para cada uma das trés estacdes do ano analisadas ndo diferem estatisticamente com p<0,05, Tukey.

Todos os extratos de M. suaveolens testados apresentaram valores de CLsy inferiores a
500 pg.mL™%, indicando que mesmo com variacoes, a planta é téxica para as larvas de A. salina,
de acordo com a classificacdo das faixas de toxicidade [35]. O extrato produzido com a planta
colhida no verdo e na primavera apresentou necessidade de maiores doses para atingir a CLso,
indicando uma toxicidade moderada, porém diferindo estatisticamente (p < 0,05). Por outro lado,
0 extrato produzido com a planta colhida no outono, apresentou menores doses para atingir a
CLso, indicando alta toxicidade em comparacdo com os demais, que de igual modo diferiu
estatisticamente das demais estagdes (p < 0,05).

Em relagdo a toxicidade da espécie M. suaveolens, frente a A. salina, ndo foram encontrados
estudos na literatura. Entretanto Bussmann et al. (2011) [36], traz a toxicidade do extrato etanélico
de Mentha spicata L. frente a A. salina, apresentando um valor de CLso de 345 pug.mL™. O valor
apresentado pelo autor citado anteriormente é semelhante ao obtido no extrato produzido com a
planta coletada no verao, por outro lado os valores obtidos para o extrato das coletas da primavera
e outono possuem valores mais discordantes, que podem ser justificados pela influéncia dos
fatores ambientais de acordo com a sazonalidade, objeto de discussdo deste trabalho.

Os resultados ainda sugerem que compostos presentes na planta podem ter diferentes efeitos
em diferentes sistemas bioldgicos, e que a escolha da melhor época de colheita para a obtengédo
de extratos pode depender do objetivo especifico do estudo. Por exemplo, se o objetivo for obter
um extrato com alta atividade antioxidante e baixa toxicidade, a colheita no verdo pode ser mais
indicada, enquanto se 0 objetivo for obter um extrato com alta toxicidade para uso como
inseticida, a colheita no outono pode ser mais indicada, pois pode conter majoritariamente outros
grupos de compostos que lhe atribuam esta atividade [37].

3.4 Toxicidade oral aguda

Considerando os resultados obtidos nos demais testes, para esse foi utilizado apenas o extrato
coletado no verdo. Possivelmente em funcédo dos teores de fendis, nessa estagdo obteve-
se 0s melhores resultados antioxidantes e de menor toxicidade sob A. salina. Além disso, buscou-
se minimizar o uso desnecessario de animais neste experimento.

Em testes de toxicidade oral aguda, alguns pardmetros sdo mais evidentes acerca dos efeitos
da droga testada. Conforme Hayes (2001) [38], o peso corporal do animal é uma referéncia
significativa para avaliar a toxicidade, pois ¢ um indicador do tamanho e da capacidade
metabdlica do animal. Nesse sentido, essa foi uma variavel analisada no presente estudo e a
pesagem dos animais (submetidos as doses de 300 e 2000 mg.kg?) foi realizada na primeira e
segunda semana de experimento (Figura 2), além da pesagem do figado realizada ao final o
experimento.
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Figura 2: peso do figado e diferenca de peso dos animais submetidos ao teste com diferentes dosagens,
ao longo das duas semanas de experimento. *Peso do figado: pesagem Unica - p = 0,2348 (p>0,05 - néo
houve diferenca significativa entre o peso do figado dos animais e as concentracgdes de teste e 0
controle). *Peso dos animais: 12 pesagem - p = 0,8358; 22 pesagem - p = 0,4456 (p>0,05 - ndo houve
diferenca significativa entre o peso dos animais nas concentracgdes de teste e o controle).

Modificagdes em oOrgdos como figado, rins, e intestinos sdo importantes em estudos
toxicoldgicos por serem relevantes na atuagdo do metabolismo e excre¢do de xenobidticos [38].
O figado desempenha um papel fundamental na metabolizagdo de substancias quimicas no
organismo. Por exemplo, se o figado do animal apresentar um aumento significativo de peso ap6s
a administracdo da substéncia, isso pode indicar que a substancia causou danos ao 6rgao, como
inflamacéo ou acumulo de gordura, sugerindo uma possivel toxicidade hepética. Por outro lado,
se 0 peso do figado diminuir, pode ser um sinal de necrose ou degeneracdo do tecido hepéatico
[38].

Em relacdo a pesagem, conforme a figura 2, na primeira semana houve maior ganho de peso
em todos 0s grupos e na segunda semana o ganho foi significativamente menor. Tanto o peso do
figado, quanto o peso dos animais teste seguiu 0 mesmo padrdao do controle, 0 que evidencia a
auséncia de toxicidade do extrato nesses parametros. Nesse sentido, a analise histologica é capaz
de explicar a relevancia clinica e a determinagdo dos efeitos xenobidticos em drgdos. Essa
avaliacdo é considerada importante em estudos toxicoldgicos. Os exames sao feitos de forma
macroscopica, utilizando a determinacéo qualitativa e o peso dos 6rgéos, juntamente com exames
histopatoldgicos de tecido [39].

Além disso, ndo houve registro de morte seguida a administracdao e nem durante o periodo do
ensaio. Por isso, ndo foi efetuado o calculo da DLso. Sendo assim, de acordo com Silva et al.
(2024) [37], com a interpretacéo dos resultados, evidencia-se que ndo sucedeu sinais de toxicidade
como perda de massa corporal, inibicdo do crescimento, alteracdes comportamentais e clinicas
graves quando comparados aos grupos controle. Dessa forma, o sangue dos animais que
receberam a dose de 2000 mg.kg-t foi utilizado para avaliar os pardmetros bioquimicos e
hematolégicos, e os resultados bioguimicos das analises estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros bioquimicos do sangue coletado de ratas Wistar submetidas ao extrato de Mentha
suaveolens, comparado a outras referéncias.

Parémetro *Controle *Mentha Referéncias [40-42]
Glicose (mg.dL™) 265,63 + 15,94 252,33 + 30,39 77,87-259,50
Ureia (mg.dL™?) 34,67 + 1,45 37+ 1,00 25,41-123,20
Creatina (mg.dL™) 0,64 + 0,02 0,56 + 0,04 0,02-0,77
**AST (U/L) 123,67 + 14,75 102 + 17,62 75,66-177,90
**ALT (U/L) 44,33 + 8,87 33,33 + 4,67 32-63

Média + erro padrdo ** Transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), Transaminase glutamico-piravica
(TGP).
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Os resultados de testes bioquimicos demonstraram que no intervalo de erro calculado entre os
animais do experimento, ndo houve discrepancia dos valores de referéncia entre o controle e 0
teste com extrato de M. suaveolens.

No caso dos pardmetros hematoldgicos, os dados coletados p6s anélise, estdo dispostos na
tabela 6, expressos de acordo com as unidades padrao para compara¢do com outros dados obtidos
na literatura.

Tabela 6. parametros hematoldgicos do sangue de ratos Wistar, submetidos ao teste com o extrato de
Mentha suaveolens, comparados com a literatura.

Parametro Controle Mentha Referéncias [41, 43, 44]
Hemaécias (103.mm-3) 445+ 1,60 6,19 + 0,18 5,66-9,16
Hemoglobina (g.dl) 8,63 + 2,73 11,63 + 0,26 11-18

Hematdcrito (%) 24,60 + 8,70 34,60 + 0,91 36-48
VCM (fL) 55,67 + 0,67 56,00 £+ 0,00 50,7-66
HCM (pg) 19,93 +£ 1,03 18,80 + 0,10 16-21

CHCM (g.dI}) 3590 £ 1,51 33,67 £ 0,15 28-36,86

RDW (%) 11,00 + 0,26 11,33 +£ 0,23 9,4-14,06

Leucdcitos (103.ul?) 8,33 + 2,67 6,33 + 2,37 2,3-99
Neutrdfilos (%) 12,30 + 0,15 9,82+ 4,92 8-30
Eosindfilos (%) 0,30 £ 0,15 0,44 + 0,23 0-4

Basofilos (%) 2,20 £1,15 0,67 + 0,37 0-1,66
Linfécitos (%) 82,13 £ 0,62 54,05 + 26,90 42,09-95,69
Mondcitos (%) 3,07 £ 0,38 1,80 + 1,10 0,3-17,86

Plaquetas (ml%) 103000,00 + 53106,8 174000,00 + 45923,8 150000-796000

VPM (fL) 7,70 £ 0,67 7,10 £ 0,50 6,11-7,87
PCT (%) 0,08 £+ 0,04 0,12 + 0,03 0,13-0,41
PDW (fL) 17,15+ 1,35 14,00 + 0,00 7,62-16,27

Média + erro padrdo. VCM: volume corpuscular médio. HCM: hemoglobina corpuscular média. CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média. RDW: amplitude de distribuicao dos globulos vermelhos.
VPM: volume médio de plaquetas.

Em relacdo aos exames hematoldgicos, de modo geral, ndo houve discrepancia dos valores de
referéncia entre 0s grupos controle e teste, sendo que apenas 0 parametro hematdcrito ficou abaixo
das faixas limite encontradas nas literaturas citadas. Neste pardmetro, o grupo controle apresentou
valores abaixo das referéncias citadas na tabela, ja o grupo teste apresentou um valor de 35,51%,
estando muito proximo ao limite inferior de 36% das referéncias. Apesar disso, ndo foram
encontradas mais informac6es na literatura sobre a possibilidade desses valores representarem
toxicidade.

As concentracles de fendis e flavonoides corroboram com outras pesquisas [3, 45], que
também encontraram grande quantidade desses compostos em extratos da parte aérea da planta.
Nesse sentido, segundo os pesquisadores citados, a capacidade antioxidante dos extratos vegetais
esta intimamente associada aos componentes fendlicos, que podem interagir com os radicais livres
por meio da doag&o de elétrons ou hidrogénio.

Além disso, outro fator importante para o emprego desses extratos ou compostos na inddstria
é a baixa toxicidade celular, visando a seguranca do consumidor. Desse modo, além dos testes in
vitro, os testes in vivo ainda sdo de suma importancia para que seja compreendida a interagdo
sistemética dos extratos com o organismo [46]. Assim, conforme os resultados apresentados nesse
trabalho, além de alta capacidade antioxidante do extrato de M. suaveolens coletada no verao,
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também foi observada baixa toxicidade. Apesar de o grupo controle e o teste estarem dentro dos
padrdes, considerando o erro das triplicatas, os animais do teste tenderam a um melhor
enguadramento dentro dos valores padrdo encontrados na literatura para animais saudaveis dessa
espécie. 1sso pode ser observado principalmente nos parametros hematol6gicos, como os valores
de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, eosinéfilos, basofilos, plaquetas e PCT.

Ademais, este trabalho contribui com a literatura cientifica ao elucidar a influéncia da
sazonalidade na concentragdo de flavonoides e fendis em extratos produzidos a partir da espécie
vegetal Mentha suaveolens. Os achados refor¢cam a eficiéncia do extrato produzido com potencial
antioxidante, além de servir como evidéncia reforcando sua baixa toxicidade.

Devido ao objetivo de quantificacdo das familias quimicas citadas, houve limitacdo para que
se realizassem andlises mais especificas da composicdo quimica destes extratos e testes de
toxicidade crbnica. Desse modo, é importante que esta informacdo seja elucidada, demonstrando
a variacdo da concentracdo de cada composto de acordo com a sazonalidade. Além disso, outro
fator a ser explorado é o isolamento dos compostos majoritarios para testes pré-clinicos, visando
compreender outros efeitos bioldgicos que a espécie estudada pode apresentar. Por fim, novos
estudos também sdo necessarios para que seja analisada a seguranca na ingestdo de extratos ou
compostos provenientes da planta, visando elevar o grau de evidéncia cientifica sobre este
assunto.

4, CONCLUSAO

O estudo analisou extratos de M. suaveolens coletadas em trés estacGes diferentes (vero,
primavera e outono) e constatou que a maior concentracdo de fendis totais foi obtida no extrato
produzido a partir da planta colhida no verdo. Por outro lado, para flavonoides totais, ndo houve
diferenca significativa entre as medias das trés estacdes. O extrato da planta coletada no verdo
também apresentou a maior atividade antioxidante e menor atividade citotdxica.

Portanto, a variacéo das esta¢Ges afetou a concentragdo dos constituintes quimicos da espécie,
bem como seu potencial antioxidante e citotoxico. Além disso, nos testes de toxicidade oral aguda
com diferentes dosagens do extrato de M. suaveolens, em relacdo ao grupo controle, ndo houve
alteracdes nos parametros analisados, sugerindo a ndo toxicidade do extrato. Desse modo, esta
pesquisa aborda requisitos importantes para o uso futuro na producdo de formulacdes naturais,
apresentando a influéncia da sazonalidade no potencial antioxidante da planta e dados sobre sua
toxicidade. Nesse contexto, também é importante que mais estudos sejam feitos para avaliar
outros potenciais farmacolégicos da espécie.
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