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Resumo: Conhecida popularmente como hortela pimenta, a Mentha x piperita L. é utilizada
popularmente no tratamento de desordens no estbmago, dores nos musculos, dores de cabeca,
resfriados. O presente estudo teve como objetivo o estudo fitoquimico, fisico-quimico,
antimicrobiano e de toxicidade do extrato bruto hidro alcodlico das folhas da M. piperita. Na analise
fitoquimica preliminar houve positividade para: saponinas espumidicas, 4cidos organicos, agcucares
redutores e esteroides e triterpenoides. Atividade bacteriana do extrato frente a Pseudomonas
aeuroginosa foi efetiva tanto quanto ao antibiético amoxicilina, utilizado como controle. Com
Concentracdo Inibitéria Minima de 100 mg/mL, Staphylococcus aureus teve seu crescimento
interferido e néo inibido. O extrato apresentou frente a nauplios de A. salina a ClLso de 533,777
pg/mL, em um periodo de 24 horas, o que caracteriza baixa toxicidade em relacao a A. salina. Por
tratar-se de estudos preliminares, é necessario que mais testes sejam realizados com a capacidade
de isolar os grupos orgéanicos, com a finalidade de realizar novas descobertas e corroborar com o
gue esta descrito em literatura.

Palavras-chave: Lamiaceae, hortela pimenta, metabdlitos secundérios, Artemia salina.

PHYTOCHEMICAL, PHYSICAL-CHEMICAL, MICROBIAL AND TOXICITY STUDY OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF LEAVES OF Mentha x piperita L. (Lamiaceae)
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Abstract: Popularly known as peppermint, Mentha piperita L. is popularly used to treat stomach
disorders, muscle pain, headaches, colds. The present study aimed to study phytochemical,
physical-chemical, antimicrobial and toxicity of the crude hydro alcoholic extract of the leaves of M.
piperita. In the preliminary phytochemical analysis there was positivity for: foamy saponins, organic
acids, reducing sugars and steroids and triterpenoids. Bacterial activity of the extract against
Pseudomonas aeuroginosa was as effective as the antibiotic amoxicillin, used as a control. With
Minimum Inhibitory Concentration of 100 mg/mL, Staphylococcus aureus had its growth interfered
and not inhibited. The extract presented against Nauplios of A. salina at LCsg of 533.777 pg/mL, in
a period of 24 hours, which characterizes low toxicity in relation to A. salina. As these are preliminary
studies, it is necessary that more tests be performed with the ability to isolate organic groups, in
order to make new discoveries and corroborate what is described in the literature.

Keywords: Lamiaceae, horteld pimenta, secondary metabolites, Artemia salina.

ESTUDIO FITOQUIMICO, FISICOQUIMICO, MICROBIANO Y TOXICIDAD DEL EXTRACTO
ETANOL DE LAS HOJAS DE Mentha x piperita L. (Lamiaceae)

Resumen: Conocida popularmente como menta, Mentha x piperita L. se usa popularmente en el
tratamiento de trastornos estomacales, dolores musculares, dolores de cabeza, resfriados. El
presente estudio tuvo como objetivo el estudio fitoquimico, fisicoquimico, antimicrobiano y de
toxicidad del extracto crudo hidroalcoholico de las hojas de M. piperita. En el analisis fitoquimico
preliminar hubo positividad para: saponinas espumosas, acidos organicos, azucares reductores y
esteroides y triterpenoides. La actividad bacteriana del extracto frente a Pseudomonas aeuroginosa
fue tan eficaz como el antibitico amoxicilina, utilizado como control. Con una Concentracién
Inhibitoria Minima de 100 mg/mL, Staphylococcus aureus tuvo su crecimiento interferido y no
inhibido. El extracto presentd, contra A. salina nauplii, una CLso de 533,777 ug/mL, en un periodo
de 24 horas, lo que caracteriza una baja toxicidad en relacion a A. salina. Al tratarse de estudios
preliminares, es necesario realizar mas pruebas con la capacidad de aislar grupos organicos, con
el fin de realizar nuevos descubrimientos y corroborar lo descrito en la literatura.

Palabras clave: Lamiaceae, horteld pimenta, metabolitos secundarios, camarén de salmuera.

INTRODUCAO

Segundo Tulp e Bohlin (2002), ha vérias razdes pelas quais os estudos com extratos
vegetais continuardo a ser o alvo da maioria dos pesquisadores das diversas areas bioldgicas, pois
muitos medicamentos disponiveis hoje ho mercado sédo de origem natural, apresentando atividades
similares as de compostos sintéticos ja disponiveis no mercado.

As plantas sintetizam compostos quimicos, denominados metabdlitos secundarios, esses
metabdlitos podem ocasionar reagdes no organismo, podendo ser toxicos, dependendo da
dosagem (Carretto, 2007). Através de conhecimentos empiricos houve-se um grande investimento
nos estudos sobre as plantas, tendo em vista que a medicina popular passou a ser substituta muitas
vezes, a prescricdo médica (Da Silva et al., 2002).

As plantas medicinais constituem importantes recursos na terapia para o tratamento de

doencas, principalmente das populacfes de paises subdesenvolvidos (Freitas, 1999). As plantas
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medicinais correspondem as mais antigas buscas por cura pelo homem no tratamento de
enfermidades de todos os tipos (Moraes e Santana, 2001).

Desde a antiguidade, 0 homem utiliza as plantas, ora seja para alimentacéo, agricultura ou
uma possivel cura (Pereira e Cardoso, 2012). Ha relatos de que inicialmente foram utilizadas por
romanos, chineses, indianos, arabes, gregos e egipcios (Sa, 2008). No Brasil, a utilizacdo de plantas
medicinais esté relacionada com a cultura dos indios que aqui habitavam na época da colonizacao,
0s portugueses que exploravam o pais, se expuseram as doencas endémicas, onde buscando a
cura, diante a falta de medicamentos, recorreram as ervas nativas utilizados pelos povos indigenas
(Cechinel Filho e Yunes, 1998).

No estado do Amapa o uso de plantas medicinais como forma alternativa de tratamento de
doencas é bastante elevado, no entanto, em muitos casos, ndo sdo observados por parte da
populacdo que utiliza os devidos cuidados quanto as formas de cultivo, coleta e preparo e,
principalmente, quanto aos riscos de toxicidade (Costa, 2013).

A maioria das plantas medicinais é utilizada com base no conhecimento empirico, nota-se
ainda a caréncia do conhecimento cientifico de suas propriedades farmacolégicas e toxicolégicas,
sendo entdo necessario uma validacao cientifica (Firmo et al., 2012). A partir da medicina popular,
foram descobertos alguns medicamentos utilizados na medicina tradicional, entre eles vincristina,
pilocarpina, fisostigmina, reserpina, digitalicos, entre outros (Cox e Heinrich, 2001).

Os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais geram uma producdo mais barata e rpida
de novos medicamentos, ocasionando entdo maior acessibilidade a populacao.

As espécies do género Mentha, como suas linhagens e hibridos, sao plantas muito utilizadas
para as pesquisas bioldgicas e fitoquimicas (Paulus et al., 2005). Pertencente a familia Lamiaceae,
gue possui aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies distribuidas nos diferentes continentes
(Malaquias et al., 2014). Muitos extratos e 6leos essenciais isolados de plantas tém mostrado
atividade antimicrobiana, representando o papel dos metabdlitos secundarios nas plantas,
defendendo-as de bactérias e fungos (Carretto, 2007).

As espécies de hortela hibridizam facilmente entre si, a Mentha x piperita L. € originada da
hibridizacdo natural, entre a Mentha spicata L. e Mentha aquatica L. Entre as mais conhecidas
hortelds, a Mentha x piperita L. é a que se tem mais conhecimento popularmente, tratando-se de
uma espécie herbacea, perene, de caule subarbustivo com 60 a 90 cm de altura e muito ramificados
(Pegoraro, 2007; Malaquias et al., 2014). E cultivada em todo mundo, embora seja uma planta nativa
da Europa, é muito utilizada na culinaria, em produtos medicamentosos e cosméticos (Garlet et al.,
2007).

Segundo a Farmacopeia Brasileira, as folhas de M. piperita sdo caracterizadas por serem
membranosas, rugosas, quebradicas, opostas e curtamente pecioladas, além de apresentarem
limbo oval, apice agudo, base irregularmente arredondada e assimétrica, e margem irregularmente

serrilhada. Segundo Junior et al, descrevem as folhas da M. piperita como simples e de limbo Unico,
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opostas cruzadas de formato eliptico acuminado e denteadas, onde suas flores apresentam
coloracao azuladas e frutos tipo aquénio.

E conhecida popularmente como “hortelanzinho, menta, hortela-das-cozinhas, hortela-
verdadeira, menta-inglesa”. Utilizada como analgésica, antipaesmadica, anti-inflamatéria, antiviral,
anti-helmintica, antimicrobiano, expectorante e descongestionante. E relatada ainda sua utilizacdo
no combate a desordens estomacais, problemas do sono e da circulagédo (Lorenzi, 2008; Scravoni,
2006; Valmorbida, 2007). De acordo com Cassol (2007), a M. piperita tem acdo antidepressiva.

Diante do exposto, e devido a sua importancia e utilizacdo na medicina popular, o presente

trabalho teve como obijetivo realizar o estudo antimicrobiano, citotoxico, fitoquimico, fisico-quimico,

MATERIAIS E METODOS

Coleta do material e confec¢cdo de exsicata

A coleta do material foi realizada em Macapa-AP, foram adquiridos também material para
exsicata, onde para a devida identificacao foram coletados ramos com flores, sendo confeccionados
conforme descrito por Fidalgo e Bononi (1989). As amostras foram encaminhadas para o Herbario
do Instituto de Pesquisas Cientificas e Techologicas do Estado do Amapa para identificacdo da

espécie.

Obtencéo do extrato

O estudo experimental foi realizado no Laboratério de Farmacognosia e Fitoquimica da
Universidade Federal do Amapa. O material vegetal passou por um processo de limpeza, onde
lavou-se visando eliminar sujeira ou terra. As amostras para obtencdo do extrato foram expostas
em temperatura ambiente por 7 dias. Com o auxilio do liquidificador, obteve-se o material seco e
triturado, pesado em uma balanca analitica, contabilizando 500 g do material.

O método de extracao utilizado foi 0 de maceracgao, colocou-se o material em um recipiente
de vidro e em seguida foi adicionado 1 L de alcool etilico 47,8° INPM com agitacBes ocasionais, em
recipiente fechado por trés dias, repetindo-se por trés vezes esse processo.

As amostras foram filtradas em papel filtro e concentradas rotaevaporador (Campos et al.,
2011, Carvalho, 2001) a 60° C e 40 rpm. Ap6s um periodo foi mantido em um ambiente climatizado

onde obteve-se o extrato bruto etandlico (EBE).

Estudo fitoquimico

A analise fitoquimica é importante na detec¢do das principais classes de metabdlitos
secundarios através de reag¢des quimicas que resultam em formacgéao de precipitado e/ou coloragéo,
caracteristico de cada classe de substancia a ser analisada (Simdes et al., 2004). Para obtencéo

dos resultados do estudo, utilizou-se a metodologia proposta por Barbosa et al. (2001).
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Estudo fisico-quimico
A determinacdo fisico-quimica realizada foi para: pH, umidade e cinzas. Foram realizados

com base nos métodos descritos na Farmacopeia Brasileira (2010).

Toxicidade frente a A. salina

O teste de citotoxicidade com A. salina (BST- Brine Shrimp Test) € utilizado como teste de
triagem para extratos bioativos de plantas medicinais, incorporado como um método de toxicidade
econdmico para a pesquisa fitoquimica (Simbes e Almeida, 2015). Para a realizagdo do teste,
utilizou-se 35 g de sal marino em 1 litro de 4gua, através de um pequeno aguecimento em manta
aguecedora, obteve-se a solucéo salina. Uma solucdo-mae foi preparada com 0,05625 g do extrato
bruto etandlico, pré-solubilizada em 2,25 mL de Tween 80. Foram divididos 7 grupos, sendo o
controle negativo e os outros com aliquotas da solucdo mae de 2500, 1250, 625, 250, 25 e 2,5 uL.
Cada tubo foi completado até 5 mL cfom a solugdo de sal marinho obtendo-se as seguintes
concentracgdes 1000, 500, 250, 100, 10 e 1 ug.mL*. Em cada tubo foi adicionado 10 nauplios de A.
salina. Ap6s 24 horas, contou-se 0 niumero de mortos e vivos, onde calculou-se a concentragdo
letal. Os dados obtidos da mortalidade (%) x concentracdo (ppm) foram analisados pelo programa
SPSS® [version 20.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA], em gréafico de Probit, para determinar a
Concentracéo Letal 50% (CL).

Atividade antimicrobiana

Com o surgimento e a disseminacdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
disponiveis no mercado tém sido relatados ha décadas, incentivando a busca de novas fontes de
substancias com atividades antimicrobianas, como as plantas utilizadas na medicina tradicional
(Mendes, 2011). Para a analise da acao antimicrobiana, cultivou-se a bactéria S. aureus em BHI
por 24 h. O extrato foi solubilizado em agua com 2% de DMSO. Em seguida, a concentragao
inibitéria minima (CIM) foi verificada através de metodologia realizada em microplaca de poliestireno
com 96 pocos. Na diluicao seriada realizada, o extrato foi diluido na proporcao 1:2 até a diluicdo
1:128. As placas foram montadas colocando-se 100 pL da solucdo oriunda da diluicdo seriada e
100 pL Mueller Hinton duas vezes concentrado com a bactéria ajustada para uma concentragao de
10°%-108 UFC/mL em cada poco. Foram utilizados como controle negativo agua destilada com 2%
de DMSO e amoxicilina como controle positivo. As leituras das placas foram realizadas em leitor de

ELISA (DOszonm) logo apds montagem e com 24 h de incubacéo & 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os estudos fitoquimicos das folhas da Mentha piperita sdo escassos na literatura, 0 que

limita a comparacdo com a quantidade de dados disponiveis. Grande parte dos estudos quimicos
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com a espécie Mentha piperita esta principalmente relacionada aos seus 6leos volateis (Félix-Silva
etal., 2012).

De 500 g do material vegetal, obteve-se 317 g do EBE. A andlise fitoquimica do EBE das
folhas da M. piperita, revelou resultado positivo para saponinas, acidos organicos, agucares

redutores, e esteroides e triterpenoides (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados da andlise fitoquimica do EBE.

Metabdlitos secundarios Resultados
Saponinas espumidicas +
Acidos organicos +
Acgucares redutores +

Polissacarideos -
Proteinas e aminoacidos -
Fendis e taninos -
Flavonoides -
Alcaloides -
Purinas -
Glicosideos cardioativos -
Catequinas -
Esteroides e triterpenoides +
Depsideos e depsidonas -
Depsideos e depsidonas -

Derivados da cumaria -

Antraquinonas -

Antraquinonas -

Parametros: + Presenca; - Auséncia.

Acucares redutores, sdo substancias que fazem parte dos grupos dos carboidratos, sendo
importantes nas plantas, especialmente em situac¢des de déficit hidrico, pois ocasiona um aumento
na sintese de sacarose contribuindo entdo com o ajuste osmético, sem que ocorra interferéncia no
crescimento e reducao da atividade fotossintética da planta (Rosario e Almeida, 2016; Lopes et al.,
1998). Ou seja, a presenca de agUcares redutores, contribuem para o ajuste osmotico na planta,

melhorando a resisténcia da planta onde adapta-se ao déficit hidrico, no meio em gque se encontra.
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Os acidos organicos sao utilizados pela industria alimenticia como aditivos, agentes de
processamento, sendo esse Ultimo, adicionado para o controle da alcalinidade de produtos, agindo
como substancia tampao ou agente neutralizante. Os 4cidos organicos constituem também a classe
de conservantes mais utilizada em alimentos, agindo na inibicdo do crescimento de fungos e
bactérias (Hyacienth e Almeida, 2015; Freiberger, 2016). Acidos organicos tém poder de inibir o
crescimento de gram-negativas, in vitro, desde que as moléculas do acido se encontrem dissociada
e em contato determinado com a bactéria (Eidelsburger, 1997).

As saponinas sao um grupo de glicosideos encontrados nas plantas, sua caracteristica mais
citada € a capacidade de formar espuma em solu¢des aquosas. Possuem uma estrutura anfipatica
formada por residuos hidrofilicos de acucares ligados a uma aglicona hidrofébica. De acordo com
a estrutura de suas agliconas, as saponinas podem ser classificadas em esteroidais e triterpénicas
(Wykowski, 2012; Diniz, 2006; Man, 2010). Entre as atividades mais citadas acerca das agdes das
saponinas no homem, destacam-se sua atividade hemolitica, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antimicrobiana, antiparasitaria e por possuir propriedades de a¢fes anti-cancer (Wykowski, 2012).

Félix-Silva et al. 2012, encontraram resultados positivos para fendis e taninos em extrato
aquoso das folhas de M. piperita, resultado que nao corrobora em extrato hidroalcélico das folhas
da mesma planta.

Os esteroides sdao triterpenoides modificados, onde formam-se pela unido de duas
moléculas de FPP (C15) unidas cauda-cauda, formando o esqualeno que sofre uma epoxidagéo
catalisada por enzima gerando o esqualeno-2,3-6xido (Dewick, 2002; Queiroz, 2009). Os
triterpenoides tém varias potencialidades medicinais, com grandes propriedades biologicas tais
como: anti-inflamatérios, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos, cardiovasculares e
antitumorais (Patocka, 2003).

Sobre os resultados das analises fisico-quimicas, pode-se dizer que o teor de cinzas totais
estabelece a quantidade de substancias residuais ndo volateis, obtidas por incineracdo, o que
representa a soma de material inorganico integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com as
substancias aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas) (Braga et al., 2007; Simdes et al.,
2007).

Os valores obtidos na analise das folhas secas de M. piperita se encontram abaixo dos
limites estabelecidos (8-14%) pela Farmacopeia Brasileira V (2010) (Tabela 2). Entretanto, como
nao ultrapassaram o valor maximo de 14%, é possivel inferir sua estabilidade microbioldgica e
guimica, uma vez que, teores de umidade acima do especificado possibilitam o desenvolvimento
de fungos e bactérias, hidrélise e atividade enzimatica com consequente deterioracdo de

constituintes quimicos (Couto et al., 2009).

Tabela 2 — Resultados da andlise fisico-quimica
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Parametros Resultados

pH 6
Umidade 14,566+3,007%
Cinzas 10,56 + 0,36

A toxicidade frente A. salina do EBE de M. piperita a CLso de 533,777 pug/mL, em um periodo
de 24 horas em condi¢Bes controladas, as médias de mortalidade foram analisadas em Probit no
programa SPSS®, sendo as médias submetidas a andlise por variancia (ANOVA), houve diferencas

significativas, onde p-valor < 0,05, gerou-se em grafico o log de concentragdo (Figura 1).

R? Cuadratico =1

0,5

Probito

[y=65,38+-50,32"x+9, 58%x"2
0,0
D.S—/

Y T T T T
2.6 2.7 2.8 2.9 =0 =,1

Log de Concentragao

Figura 1 - Respostas em Probit da atividade de toxicidade frente a A. salina do EBE das folhas da

M. piperita.

A relacdo entre o grau de toxicidade e a concentracao letal média (CLso) apresentada por
extratos de plantas sobre larvas de Artemia salina L., com valores de CLsoacima 1000 pg/mL, séo
considerados atéxicos, baixa toxicidade quando a CLsg for superior a 500ug/mL; moderada para
CLso entre 100 a 500pg/mL e muito toxico quando a CL 50 foi inferior 100 ug/mL (Amarante et al.,
2011).

A CLso para M. piperita caracterizou a planta com baixa toxicidade (maior que 500 pg/mL),
demonstrando que a mesma nao representa risco eminente a salde, sendo que este nao exclui a
necessidade do seu monitoramento no que se refere ao seu uso popular, seja por garrafadas ou
por chas medicinais.

Observou-se ainda que o extrato para S. aureus teve-se o0 CIM em 100 pg/mL (Figura 2),

onde o extrato interferiu no crescimento da bactéria, mas néo teve acao inibitéria frente a esta.
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extrato hidroalcoolico Mentha piperita L. x S. aureus ATCC 25922

1.5

0.0-
+ 100 50 25 125 6,25 3125

concentracdo mg/mL

Figura 2 - Agdo antimicrobiana de M. piperita frente & S. aureus

Através da atividade antimicrobiana estabelecida, foi possivel observar a CIM, verificada em
microplaca de poliestireno com 96 pogos. Observou-se que com o CIM de 12,5, P. aeruginosa
demonstrou estatisticamente ser eficiente tanto quanto o antibiético amoxicilina utilizado como

controle (Figura 3).

Extrato hidroalcdolico Mentha piperita x P.aeruginosa ATCC 25922
3.0
2.5
2.0

1.54

OD.630nm

1.0+

0.54

0.0-
+ 100 50 25 12,5 6,25 3,125

concentragdo mg/mL

Figura 3 - Agdo antimicrobiana de M. piperita frente & P. aeuruginosa

Estudos demonstram ocorréncia de sinergismo entre produtos naturais e drogas
antimicrobianas (Silva, 2010). O isolamento das substancias majoritarias favorece o resultado, ja

gue extrato em estudo, preliminarmente, possui grupos organicos que descritos em literatura
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possuem acdes bacteriostaticas e bactericidas. Portanto, estudos cromatograficos sdo necessarios
para uma maior especificidade, com fracbes purificadas revelando assim se héa atividade

antibacteriana frente a esses microrganismos (Simdes e Almeida, 2015).

CONCLUSAO

Através do presente estudo, detectou-se preliminarmente a presenca de saponinas
espumidicas, acidos organicos, acucares redutores e esteroides e triterpenoides presentes no
extrato bruto hidro alcodlico de M. piperita. O extrato apresentou acdo antimicrobiana frente a P.
aeruginosa e interferiu o crescimento de S. aureus. Constatou-se que o extrato apresenta baixa
toxicidade em relacdo a A. salina. Visto que sdo foram realizados testes preliminares, faz-se
necessario a realizacédo de mais testes, onde a confirmacao de tais resultados trard mais seguranca

e sdo esséncias para novas descobertas e corroboracdo com os estudos ja descritos em literatura.
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