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RESUMO

Atualmente tem sido de grande interesse o0 estudo da atividade anti-helmintica de
plantas medicinais em ruminantes. Mentha villosa Huds. (Lamiaceae) € uma erva aromatica
que tem sido utilizada popularmente devido as diversas propriedades medicinais, inclusive
para o controle de verminoses, sendo o éxido de piperitenona, substancia presente no 6leo
essencial da planta, possivelmente responsavel por esta atividade. O presente estudo teve
como objetivo determinar a composic¢do quimica do 6leo essencial e respectivo hidrolato de
M. villosa por meio de anélise cromatografica e testar a atividade anti-helmintica do hidrolato
desta planta tanto in vitro, pelo método de coprocultura quantitativa, quanto in vivo, em
bezerras infectadas por nematdides gastrintestinais, através do teste de reducdo no nimero de
ovos de nematoides nas fezes dos hospedeiros. A andlise cromatografica mostrou a presenga
de oxido de piperitenona como constituinte majoritario no 6leo essencial e no hidrolato de M.
villosa (teores relativos de 65,16% e 93,62% respectivamente). No teste in vitro, o hidrolato
nas concentracGes de 40%, 60% e 80% e 100% apresentou porcentagem de eficacia de
91,88%, 94,15%, 98,40% e 100% respectivamente, mostrando atividade ovicida significativa
sobre nematoides gastrintestinais de bezerros. Entretanto, os resultados do teste in vivo
mostraram auséncia de atividade anti-helmintica do hidrolato de M. villosa na dose de

0,1ml/Kg/dia nos animais tratados.

Palavras-chave: Plantas medicinais, fitoterapia, helmintos.
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ABSTRACT

Currently, it has been of great interest to study the anthelmintic activity of medicinal
plants in ruminants. Mentha villosa Huds. (Lamiaceae) is an aromatic herb that has been
popularly used based on various medicinal properties, including for the control of nematode
infections, being piperitenone oxide, the substance present in the essential oil of this plant,
possibly responsible for this activity. This study aimed to determine the chemical composition
of the essential oil and respective hidrolact of M. villosa through chromatographic analysis
and test the anthemintic activity of hidrolact of this plant both in vitro, by the quantitative
coproculture method, and in vivo, in calves infected with gastrintestinal nematodes, through
the egg count reduction test in feces of the hosts. The chromatographic analysis showed the
presence of piperitenone oxide as the major constituent in essential oil and hidrolact of M.
villosa (relative levels of 65.16% and 93.62% respectively). In in vitro tests, the hidrolact at
the concentrations 40%, 60% and 80% and 100% obtained percentage of effectiveness of
91.88%, 94.15%, 98.40% and 100% respectively, showing significant ovicidal activity against
gastrintestinal nematodes in calves. However, the hidrolact of M. villosa showed no in vivo
anthelmintic activity at 0,1 ml/Kg/day on the treated animals.

Key-words: Medicinal plants, phytotherapy, helminths.



INTRODUCAO

A contaminacgdo por helmintos € um sério problema enfrentado por criadores de
bovinos atualmente em todo o mundo. As helmintoses gastrintestinais podem levar a um
comprometimento da salde do animal parasitado, devido aos sinais clinicos adversos
provocados por essas infeccdes, tais como: fraqueza, diarréia e perda de peso (SPOSITO FILHA
et al., 2002)

O controle das helmintoses é frequentemente realizado pelo uso de anti-helminticos
sintéticos, entretanto estes apresentam algumas desvantagens, como altos custos e risco de
poluicdo ambiental (MACIEL et al., 2006). Além disto, segundo RANGEL et al. (2005), estes
produtos sdo largamente utilizados na pecuaria e, muitas vezes, administrados sem critérios
epidemioldgicos, permitindo o estabelecimento de resisténcia na populagdo parasitaria. Sendo
assim, uma estratégia alternativa para a realizacdo de um controle sustentavel de nematoides
de importéncia veterindria € o desenvolvimento de anti-helminticos néo-sintéticos que
diminuam a necessidade do tratamento convencional (KAPLAN, 2004).

Segundo CHAGAS (2004), a andlise fitoquimica de plantas, os testes para a
comprovagdo da agéo efetiva de seus principios ativos e um conhecimento mais amplo das
estratégias de controle dos parasitos, podem oferecer novas oportunidades de controle efetivo
e econdmico dos agentes das doengas parasitarias. Dessa forma, é importante que o efeito
anti-helmintico das plantas medicinais seja verificado experimentalmente em estudos de
parasitologia tanto in vitro como in vivo. Assim, os resultados obtidos nesses testes poderéo

contribuir também para pesquisas futuras que possam comprovar a atividade anti-helmintica



de Mentha villosa Huds. em outros animais, inclusive em humanos.

Varios estudos referentes a utilizacdo de plantas medicinais tém sido realizados
buscando-se o controle de helmintoses em animais criados para fins comerciais, COmo ovinos,
caprinos e bovinos. Segundo ANTHONY et al. (2005), os 6leos essenciais de plantas (e/ou 0s
principios ativos) podem ser utilizados como alternativas ou aliados as terapias
antiparasitarias convencionais. Os 0leos essenciais constituem um grupo importante de
produtos de origem vegetal de importancia econdmica. De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Os dleos essenciais
apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solu¢@es aquosas, que sao
denominadas hidrolatos (RADUNZ, 2004).

Dentre as espécies vegetais consideradas possuidoras de propriedades medicinais
segundo a crenca popular, algumas séo utilizadas como anti-helminticas, a exemplo do género
Mentha L., pertencente a familia Lamiaceae, que contém espéecies popularmente conhecidas
como hortelds. M. villosa é um hibrido que apresenta grande importancia medicinal e social
por sua acdo contra parasitos intestinais para humanos. O estudo quimico do dleo essencial de
M. villosa registra a presenca de quantidades de 30% a 90 % de 6xido de piperitenona, mas
ainda ndo se conseguiu determinar se seria este ou outro 0 componente que age como Seu
principio ativo, principalmente com relacdo ao seu efeito anti-parasitario (LORENZI & MATOS,
2002).

Partindo-se da hipdtese de que o tratamento com hidrolato de M. villosa, por conter
alto teor relativo de éxido de piperitenona, possui efeito anti-helmintico, tanto in vitro quanto
in vivo, sobre nematdides gastrintestinais de bovinos, esta pesquisa teve como objetivo
determinar a composicdo quimica do 6leo essencial e do hidrolato de M. villosa por meio de
analise cromatogréfica, testar a atividade ovicida in vitro do hidrolato de M. villosa pelo
metodo de coprocultura quantitativa e avaliar a atividade in vivo do hidrolato de M. villosa
sobre nematoides gastrintestinais de bovinos, por meio do teste de reducdo no nimero de ovos

de nematdides nas fezes dos hospedeiros.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

InfeccBes por nematoides gastrintestinais

As infecgbes com helmintos gastrintestinais em ruminantes, um sério problema que
ocorre em todo o mundo, determinam importantes perdas econdmicas, devido tanto a
mortalidade, quanto a redugdo na produtividade dos animais (AMARANTE, 2004). Dentre 0s
sinais clinicos adversos provocados por essas infeccBes nos hospedeiros, pode-se citar
prostracao, diarréia e perda de peso, o0 que compromete a satde do hospedeiro.

Os nematoides mais freglientemente encontrados parasitando o trato gastrintestinal de
bovinos incluem o0s géneros Cooperia, Haemonchus, Trichostrongylus, Trichuris e
Oesophagostomum, entre outros (LIMA et al, 1997; BORDIN, 2004), sendo todos pertencentes a
superfamilia Strongyloidea (UENO & GONGCALVES, 1998).

Os nematoides da superfamilia Strongyloidea apresentam ciclos de vida bastante
semelhantes entre si, podendo ser divididos em fase pré-parasitaria e parasitaria. A fase pré-
parasitéria inicia-se com a postura de ovos pelas fémeas presentes no trato gastrintestinal.
Estes chegam ao meio externo juntamente com as fezes, e, com temperatura, umidade e
oxigénio adequados, evoluem para um ovo larvado em primeiro estadio de desenvolvimento
(L1). Sete dias em média apds a oviposi¢cdo, as larvas eclodem. Livres, essas larvas
prosseguem o desenvolvimento, passando pela fase de segundo estadio (L2) e culminando
com uma larva de terceiro estadio (L3) que corresponde a fase infectante. A fase parasitaria

inicia-se com a infeccdo do animal a partir da ingestdo da larva de terceiro estadio (L3). Uma
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vez ingerida, a larva passa pelas porcdes anteriores do trato digestdério, migrando entdo para o
local de preferéncia, onde completa o desenvolvimento larval, tornando-se adulta em um
tempo médio de trés semanas. O ciclo, de modo geral, é do tipo direto e ndo migratério
(FURTADO, 2006).

Resisténcia dos nematoides a anti-helminticos sintéticos

O controle das helmintoses vem sendo realizado através do uso de anti-helminticos
sintéticos, entretanto este procedimento apresenta alguns problemas como altos custos,
residuos nos alimentos, risco de contaminacdo ambiental e o desenvolvimento de populacbes
de nematoides resistentes a todas as classes de anti-helminticos (CAMURCA-VASCONCELOS,
2006).

No ambito dos grandes ruminantes, algumas referéncias técnicas situando forte
evidéncia de resisténcia, vém se avolumando consideravelmente (BORDIN, 2004). RANGEL et
al. (2005) identificaram resisténcia a ivermectina 1% e doramectina 1% em uma dada
populacéo de helmintos dos géneros Cooperia e Haemonchus em bovinos de corte. SOUTELLO
et al. (2007) detectaram resisténcia de Cooperia spp. e Haemonchus spp. especialmente a
ivermectina em bovinos do nordeste do Estado de Sdo Paulo. A resisténcia a Albendazole e

levamisole também foi observada.

Historico da utilizacdo de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais pelo ser humano é tdo antigo quanto a origem das
civilizagdes, sendo encontrado em todas as populacfes e em todos 0S grupos étnicos
conhecidos. A partir da fitoterapia foram descobertos diversos medicamentos usados na
medicina tradicional (MARTINS, 2000).

Segundo CHECHINEL FILHO & YUNES (1998), dada a quantidade de plantas existentes
no planeta, a maioria é desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde, entre 250-500 mil
espécies, somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem
menor avaliada sob os aspectos bioldgicos. As substancias farmacologicamente ativas obtidas
das plantas estdo relacionadas, quase sempre, aos metabolitos secundarios por elas

produzidos.



Oleos essenciais

Os metabdlicos secundarios nao tém uma funcéo aparente no metabolismo primério da
planta, mas frequentemente tém um papel ecoldgico: atrativos para polinizadores,
representam adaptacdes quimicas a pressao ambiental ou servem como defensores quimicos
contra microorganismos, insetos e predadores superiores e até mesmo contra outras plantas
(aleloguimicos) (CHAGAS, 2004). Dentre os metabolitos secundarios, estdo presentes os 6leos
essenciais.

Os oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas, apresentando como principal caracteristica a volatilidade. Em agua, os
0leos volateis apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solucGes
aquosas, que sdo denominadas hidrolatos (RADUNZ, 2004).

O conjunto de substancias quimicas volateis, presentes nos o6leos essenciais, é
formado de classes de ésteres de &cidos graxos, mono e sesquiterpenos, fenilpropanonas,
alcoois aldeiados e, em alguns casos, por hidrocarbonetos alifaticos, entre outros (SANTOS et
al., 2004).

A producédo de 0leos essenciais nas plantas esta geralmente associada a presenca de
estruturas secretoras especializadas, tais como tricomas glandulares e ductos de 6leos ou
resinas que contém grande variedade de terpenos, considerados os sitios primarios de
acimulos desse material (FAHN , 1979). MARTINS (2002), em um estudo de anatomia foliar
por meio de microscopia Optica e de microscopia eletronica de varredura em Mentha spicata
L. e Mentha spicata x suaveolens, demonstrou a presenca de tricomas glandulares do tipo

capitado e peltado nessas espécies.

Plantas utilizadas como anti-helminticas

O uso de plantas medicinais para fins anti-parasitarios tem sido focado freqliientemente
na salde humana, mas também tem sido aplicado na préatica veterindria e no manejo da satde
animal (ROCHFORT et al., 2008).

KAPLAN (2004) considera importante que sejam realizados estudos objetivando a
validacao cientifica dos efeitos anti-parasitarios de produtos vegetais em ruminantes, antes de
sua aplicagdo como um método de controle de parasitos. Estes estudos também poderdo

promover uma valorizacdo do conhecimento popular a respeito do uso de plantas medicinais.



Considerac0es gerais sobre Mentha e sobre a familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 300 géneros
e 7500 espeécies. Caracterizam-se por serem ervas ou arbustos comumente aromaticos, com
ramos geralmente quadrangulares, folhas geralmente opostas, inflorescéncia geralmente
cimosa. Em Lamiaceae estdo incluidas muitas ervas aromaticas cultivadas no Brasil, como a
lavanda (Lavandula angustifélia Mill.), a erva-cidreira (Melissa officinales L.), o poejo
(Mentha pulegium L.), a alfavaca (Ocimum basilicum), o orégano (Origanum vulgare), o
boldo brasileiro (Plectranthus barbatus), o alecrim (Rosmarinos officinalis L.), o tomilho
(Thymus vulgaris) e a horteld (Mentha spp.) (SouzA & LORENzI, 2005).

Dentre as plantas citadas pela populacdo como tendo efeito anti-parasitario, estdo
algumas espécies de hortelds, ervas arométicas perenes que sdo cultivadas por seus 0leos
essenciais e usadas tanto na medicina tradicional quanto na culinaria. Estas plantas pertencem
ao género Mentha L., que é nativo do hemisfério norte e ocorre em todos 0s cinco
continentes. O género Mentha inclui ervas aromaticas de dificil classificagcdo taxonémica
devido a grande variabilidade em seus caracteres morfoldgicos e freqlente hibridizacdo
(LORENZO et al., 2002), sendo alguns hibridos de dificil florescimento em condi¢Ges naturais,
conforme verificado em observacdo pessoal. Segundo MATOS (1994), somente as plantas

cultivadas em serras mais frias e chuvosas apresentam flores uma vez por ano.

Caracterizacdo de Mentha villosa Huds.

Vérias espécies de Mentha tém sido investigadas por suas atividades biologicas e pelos
6leos essenciais produzidos por suas folhas (PAuLus et al., 2005). Dentre elas pode-se
destacar M. villosa Huds. (FIG. 1), uma planta medicinal e aromatica cultivada em todo o
Brasil e largamente utilizada pelas indUstrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos (PAULUS
et al., 2005). M. villosa é citada por alguns autores como sendo um hibrido entre M. spicata L.
e M. suaveolens Ehrh (GOBERT et al., 2002; MARTINS et al., 2007; MOBOT, 2008). Apesar de
haver divergéncia entre autores quanto a nomenclatura da espécie, jA& que a mesma €
encontrada em literatura cientifica tanto como “Mentha x villosa” quanto como “Mentha
villosa”, o banco de dados do "Missouri Botanical Garden” (MOBOT, 2008), web site de
referéncia em nomenclatura boténica, utiliza a grafia “Mentha villosa”.

M. villosa apresenta folhas ovais, curtamente pecioladas, com aroma forte e bem
caracteristico. As flores, quando aparecem, ficam dispostas em espigas curtas terminais (FIG.

1). Formam estolhos que crescem horizontalmente e ddo origem a novos caules como se



fossem novas plantas (LORENZI & MATOS, 2002).

FIGURA 1. Partes aéreas de Mentha villosa Huds., oriunda da Estacdo de Cultivo e
Manutencéo de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, em estadio reprodutivo,
apresentando inflorescéncia no apice caulinar.

Composic¢ao do 6leo essencial de Mentha villosa Huds.

A identificagcdo dos componentes ativos nos extratos vegetais, a quantificacdo destes
nas plantas e a estimativa de sua biodisponibilidade no hospedeiro, sdo passos essenciais para
fortalecer a evidéncia da atividade anti-helmintica das plantas medicinais, aumentando a
consisténcia dos resultados (ATHANASIADOU et al., 2007).

Vérios autores detectaram a presenca de 1,2-epoxi-pulegona, também denominada
Oxido de piperitenona ou rotundifolona (FIG. 2), um monoterpeno oxigenado (cetona), como
constituinte majoritario no 6leo essencial de M. villosa, em teores relativos variando de 30% a
100% (Sousa et al., 1997; LORENZO et al., 2002; RADUNz, 2004; POGGIAN et al., 2004;
NASCIMENTO et al. 2004; NASCIMENTO et al. 2005; MARTINS et al., 2007). No entanto, néo se
conseguiu determinar se seria este ou outro 0 componente que age como seu principio ativo
anti-parasitario (LORENZI & MATOS, 2002). INNECO et al, (2003), por outro lado, afirmam que
a 1,2-epoxi-pulegona é considerada o principio ativo anti-parasitario, sendo muito eficiente no
combate as verminoses. Alguns outros constituintes incluindo monoterpendides e
sesquiterpendides também foram identificados no dleo essencial de M. villosa (MARTINS et
al., 2007).



FIGURA 2: Estrutura molecular do 6xido de piperitenona (1,2-epoxi-pulegona), também
denominado de “rotundifolona”, presente no 6leo essencial de Mentha villosa Huds.

Um estudo realizado por POGGIAN et al. (2004), abordando a constituicdo quimica do
6leo essencial de algumas espécies de Mentha, demonstraram a presenca de Oxido de
piperitenona no 6leo de M. villosa com teor relativo de 100% e, em M. crispa, com teor
relativo de 12,57% em média; em outras espécies como M. arvensis € M. pulegium néo foi

detectado o 6xido de piperitenona no 6leo essencial.

Propriedades de Mentha villosa Huds. e do 6xido de piperitenona.

Ha na literatura varios relatos da utilizacdo de M. villosa pela populacéo devido as suas
propriedades medicinais. Esta espécie destaca-se pelo uso culinario na forma de chas com
efeito medicinal, sendo comumente utilizada como espasmolitica, antivomitiva, carminativa,
estoméquica e anti-helmintica (LORENZI & MATOS, 2002). E usada ainda, na alimentacgéo
como condimento e na industria extrai-se a esséncia, geralmente empregada em perfumaria e
na fabricacdo de bebidas e doces (MARTINS et al., 1995). De acordo com o levantamento
realizado por MEDEIROS et al. (2004), M. villosa € utilizada no tratamento da gripe e da
bronquite, associada a outras plantas, na forma de xarope e a adicdo de leite as folhas
trituradas € usada no tratamento da verminose em criancas. BIESKI (2005) realizou um
levantamento de conhecimentos tradicionais dos usuarios do Sistema Unico de Salde da
Regido Sul de Cuiab4 quanto a utilizacdo das plantas medicinais e aromaticas. Dentre as
plantas citadas, M. villosa € utilizada pela populacdo para gases e também como vermifuga,
analgésica,  anti-séptica,  antiespasmddica, antiemética, colagoga, estomaquica,
antiinflamatdria e tonica.

Alguns autores demonstraram experimentalmente as propriedades farmacoldgicas de
M. villosa e de seu constituinte majoritario. SOUsA et al. (1997) concluiram, em um estudo
realizado em cobaias, que o 0xido de piperitenona tem efeito relaxante da musculatura lisa

intestinal. LAHLOU et al. (2001) testaram os efeitos cardiovasculares do éleo essencial de M.
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villosa e de seu principal constituinte, em ratos anestesiados. Neste estudo, o tratamento com
0 Oleo essencial induziu efeitos hipotensivos e bradicardizantes. Posteriormente, LAHLOU et
al. (2002) investigaram as respostas cardiovasculares a injecéo intravenosa de 6leo essencial.
O oleo essencial também causou a diminuicdo da pressdo arterial desses animais. GUEDES et
al. (2004a) e GUEDES et al. (2004b) também demonstraram a agéo hipotensiva e vasorelaxante
do oleo essencial de M. villosa. Seu extrato aquoso proporcionou ainda estabilidade osmotica
a eritrécitos humanos, evitando a ocorréncia de choque hipoténico (FREITAS et al., 2008).

O constituinte majoritdrio do Oleo de M. villosa, também demonstrou
experimentalmente atividade repelente a insetos. TRIPATHI et al. (2004) testaram a atividade
do déxido de piperitenona como toxico, repelente e retardante da reproducao do mosquito vetor
da malaria Anopheles stephensi. Esta substancia mostrou atividade ovicida, larvicida,

inibidora do desenvolvimento, repelente e adulticida contra o inseto testado.

Uso popular de Mentha spp. L. como anti-parasitario

Alguns estudos etnofarmacoldgicos tém relatado a utilizacdo de plantas do género
Mentha L., incluindo M. villosa, como tendo atividade antiparasitaria. Esta espécie tem
mostrado acdo anti-parasitaria para amebiases, giardiases, tricomoniases urogenitais e
shistosomiase (SousA et al., 1997; MONTE & OLIVEIRA, 2001). Tozze Jr. et al. (2006)
também relatam o uso de M. villosa no tratamento contra ameba, giardia e tricomonas, com
elevado percentual de cura. MEDEIROS et al. (2004), realizaram um levantamento das plantas
medicinais utilizadas pelos sitiantes da reserva do Rio das Pedras, Mangaratiba, Rio de
Janeiro. Dentre as plantas citadas em entrevistas, a adicdo de leite as folhas trituradas de M.
villosa € usada para cura de vermes em criancas.

FURTADO (2006) citou M. suaveolens entre algumas plantas promissoras quanto a
avaliacdo mais detalhada de seu potencial anti-helmintico, tanto in vitro quanto clinico. O
autor listou espécies vegetais referenciadas como anti-helminticas em levantamento
bibliografico retroativo em 40 anos. Dentre as plantas, encontram-se algumas espécies de
Mentha - M. piperita subsp. citrata “alevante, hortela-roxo” Briq., M. pulegium L. “poejo”,
M. spp. “horteld” e M. suaveolens Ehrh. “horteld-grande” - para uso humano ou veterinario
como vermifugo.

O uso de 6leos essenciais € pouco explorado em ruminantes. Além disto, esta area de
pesquisa é limitada a estudos in vitro com poucos experimentos realizados in vivo (ROCHFORT
et al., 2008). Dessa forma, € importante que o possivel efeito anti-helmintico de M. villosa,

pouco avaliado, seja verificado experimentalmente em estudos de parasitologia veterinaria
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tanto in vitro como in vivo. Os resultados obtidos nesses testes podem contribuir também para
pesquisas futuras que possam comprovar a atividade anti-helmintica desta planta em outros

animais, inclusive em humanos.
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CAPITULO 1

CARACTERIZA(;AO DO OLEO ESSENCIAL E HIDROLATO DE
Mentha villosa Huds. (LAMIACEAE)

RESUMO

Mentha villosa Huds. (Lamiaceae) é uma planta utilizada popularmente como anti-
helmintica, além de outras atividades farmacologicas. O estudo quimico desta espécie registra
a presenca de 6xido de piperitenona como constituinte majoritario, com teor variando de 30 a
90% no Oleo essencial, sendo este o possivel principio ativo dessa espécie. Este estudo teve
como objetivo caracterizar o 6leo essencial e o hidrolato de M. villosa para determinacéo do
teor relativo de seus constituintes por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. A analise quimica das amostras, extraidas por hidrodestilacdo, confirmou a
presenca de Oxido de piperitenona como constituinte majoritario no 6leo essencial e hidrolato,

apresentando teores relativos de 65, 16% e 93,62% respectivamente.

INTRODUCAO

Vaérias substancias consideradas farmacologicamente ativas provenientes de plantas
medicinais sdo obtidas dos 6leos essenciais. Os 6leos essenciais sdo fragdes volateis naturais,
extraidas de plantas aromaticas que evaporam a temperatura ambiente (SANTOS et al., 2004).
Eles podem aromatizar as solucdes aquosas, sendo denominadas hidrolatos (RADUNz, 2004).

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular estdo as hortelds, pertencentes ao
género Mentha (Lamiaceae). Mentha villosa Huds., citada por alguns autores como sendo um
hibrido entre M. spicata L. e M. suaveolens Ehrh (GOBERT et al., 2002; MARTINS et al., 2007),
€ uma erva perene, ereta, com 30-40 cm de altura, originaria da Europa e hoje cultivada em
varios paises, inclusive no Brasil. M. villosa destaca-se pelo uso culinario na forma de chas
com efeito medicinal, sendo comumente utilizada como espasmolitica, antivomitiva,
carminativa, estoméaquica e anti-helmintica, por via oral, bem como anti-séptica e antiprurido,
por via local (LORENZI & MATOS, 2002).

O estudo quimico desta espécie registra a presenca de Oxido de piperitenona (1,2-
epoxi-pulegona) como constituinte majoritario, com teor variando de 30 a 90% (SousA et al.,
1997; LORENZO et al., 2002; RADUNZ, 2004; MARTINS et al., 2007), entretanto ainda ndo se

conseguiu determinar se este componente age como seu principio ativo, principalmente com
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relagdo ao seu possivel efeito anti-parasitario (LORENZI & MATOS, 2002). Alguns estudos
atribuiram efeitos hipotensivos, bradicardizantes e relaxantes musculares ao Oxido de
piperitenona (LAHLOU et al., 2001; LAHLOU et al.,2002; GUEDES et al., 2004a; GUEDES et al.,
2004b), além de acdo repelente em insetos (TRIPATHI et al., 2004).

Segundo ATHANASIADOU et al. (2007), a identificacdo dos componentes ativos nos
extratos vegetais e a quantificacdo destes nas plantas sdo passos essenciais para tornar 0s
resultados referentes & comprovagdo de sua atividade anti-helmintica mais confiaveis.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o 6leo essencial, bem como o
hidrolato de M. villosa para determinacdo do teor relativo de seus constituintes,
principalmente do 6xido de piperitenona, identificado por alguns autores como o possivel

principio ativo desta espécie vegetal.

MATERIAL E METODOS

Coleta da Planta

Amostras do ramo e das folhas de M. villosa foram coletadas as 8:00 na Estacdo de
Cultivo e Manutencao de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Exsicatas foram

depositadas no Herbario Leopoldo Krieger da UFJF sob o nimero de registro CESJ-48632.

Extracdo do 6leo essencial e hidrolato

As partes aéreas de M. villosa foram secadas sobre bancada a temperatura ambiente
até se obter peso constante (atingido apds 15 dias) para posterior extracdo do 6leo essencial e
do hidrolato, realizada no Laboratério de Fitoquimica, no Departamento de Boténica da
Universidade Federal de Juiz de Fora. A extracéo foi feita pelo método de hidrodestilacdo em
aparelho Clevenger (FIG. 3 A) com condensador vertical de bola, no qual a planta (900 g de
material seco) foi inserida num baldo volumétrico contendo 5 | de &gua destilada, sendo o
baldo adaptado ao extrator e mantido em caixa de areia (funcionando como manta
aquecedora) em temperatura suficiente para que o sistema entrasse em ebuli¢cdo. Durante o
periodo em que o sistema permaneceu em ebulicdo (duas horas) os vapores de agua e as
substancias volateis oriundas da planta foram conduzidos ao condensador adaptado ao
aparelho, permitindo a destilacdo e a circulagdo continua dos mesmos atraves do sistema
fechado e vaso-comunicante, fazendo com que o Oleo essencial da planta e respectivo

hidrolato (caracterizado como a fracdo aquosa contendo o 6leo essencial emulsionado) se
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acumulassem gradualmente no reservatorio de separacdo do aparelho (FIG. 3 B). Apés a
coleta do 6leo essencial e o hidrolato, os mesmos foram mantidos em congelador (-18°C)
dentro de frascos de vidro vedados e protegidos da luz, até a realizacdo de analise

cromatografica.

A B

FIGURA 3: Extracdo do Oleo essencial e hidrolato, pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger a partir de ramos e folhas de Mentha villosa Huds., realizada no
Laboratorio de Fitoquimica no Departamento de Botanica/UFJF. A) Aparelho Clevenger. B)
Detalhe do reservatorio do aparelho, mostrando o 6leo essencial, menos denso e o hidrolato
de M. villosa.

Analise cromatogréfica do 6leo essencial e do hidrolato

Uma pequena parcela do 6leo essencial bem como do hidrolato obtido (5 ml) foi
armazenada em congelador e conduzida em recipiente térmico a Central Analitica da Far-
Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, para a realizacdo de analise. Esta foi feita utilizando-
se cromatografia por arraste gasoso em aparelho HP6890 acoplado a espectrometria de
massas em aparelho Aglient 5973-N munido de um banco de dados para identificacdo das
substancias presentes. Foi usada uma coluna capilar do tipo DB-5MS com 0,30um de
espessura do filme, 28,8m de comprimento e 250um de diametro interno. O gas de arraste
utilizado foi o hélio, com fluxo inicial de 0,5ml/min e as separa¢Ges foram realizadas com

injetor a 250°C, detector a 280°C e a seguinte programacao de temperatura: 70°C até 235°C



14
em 60 minutos. Os parametros da operacdo de espectrometria de massas foram 70 eV, fonte
ibnica de 250°C, impacto de elétrons.

A amostra de 6leo essencial foi submetida a analise cromatografica apenas como meio
de caracterizacdo e quantificacdo dos constituintes presentes, permitindo comparagfes com
outros estudos que utilizem o 0Oleo essencial da especie vegetal em questdo. Ja o hidrolato,
utilizado para os testes de eficacia anti-helmintica do presente estudo, foi analisado

quimicamente para determinar a presenca e o teor de 6xido de piperitenona.

Identificagé@o dos constituintes

Para identificacdo de cada componente do Oleo essencial e do hidrolato, foram
utilizadas as fragmentacdes moleculares fornecidas pelo aparelho de analise cromatogréfica,
comparacio da fragmentacdo e consulta dos indices de Kovats em literatura de referéncia
(ADAMS, 1995), comparando-os com o indice de Kovats calculado com base no
cromatograma de padrdo de hidrocarbonetos (C8-C24; (C28;C32; C36; C40).
O Indice de Kovats foi calculado, empregando-se a seguinte formula:

T.R. (Subst.) — T.R.(Hidroc. <) )

1 Z+1
00xZ + 100 (T.R. (Hidroc.>) — T.R. (Hidroc. <)

onde: Z = nimero de carbonos da molécula a ser identificada, obtida pelo nimero de carbonos
do cromatograma de padrdo de hidrocarbonetos (T.R. correspondente); T.R.(Subst.) = Tempo
de retencdo da substéancia a ser identificada; T.R. (Hidroc. >) e T.R. (Hidroc. <) = Tempos de
retencdo do hidrocarboneto localizado em posicao anterior e posterior em relagdo ao tempo de

retencdo da substancia a ser identificada.
RESULTADOS

A partir dos dados fornecidos no espectrémetro de massas, além da consulta em
literatura de referéncia e calculo do indice de Kovats, foi possivel identificar 21 constituintes,
entre mono e sesquiterpenos, no 6leo essencial de M. villosa. O 6xido de piperitenona foi
confirmado como o componente majoritario, sendo detectado em teor relativo de 65,16%,
seguido de outras substancias como Germacreno-D, Terpin-4-ol, Trans-beta-farneseno e
Acetato de Octenil, apresentando teores relativos de 4,81%, 4,29%, 3,12% e 2,17%
respectivamente, além de outros constituintes menos abundantes. Apenas um componente do

6leo essencial ndo pdde ser identificado (FIG. 4; TAB. 1).
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No hidrolato de M. villosa foram detectados somente dois constituintes. O oxido de

piperitenona foi o constituinte majoritario apresentando 93,62%, 0 que representa quase a

totalidade de substancias detectadas (94,15%). O outro componente identificado foi o Terpin-
4-ol, com teor relativo de 0,53% (FIG. 5; TAB. 1).

Em ambas as anélises, observou-se que os tempos de retengdo mostraram consisténcia

quanto & seqiiéncia de substancias detectadas, e o indice de Kovats calculado apresentou-se

préximo aquele consultado na literatura de referéncia.
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FIGURA 4: Cromatograma obtido em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas do Oleo essencial extraido por hidrodestilagcdo a partir de ramos e folhas de Mentha

villosa Huds., cultivada na Estacdo de Cultivo e Manutencdo de Plantas da Universidade
Federal de Juiz de Fora.
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FIGURA 5: Cromatograma obtido em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas do hidrolato extraido por hidrodestilacdo a partir de ramos e folhas de Mentha villosa
Huds., cultivada na Estacdo de Cultivo e Manutencdo de Plantas da Universidade Federal de
Juiz de Fora.
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TABELA 1: Substancias detectadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, realizada na Central Analitica da Far-Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ,
com seus respectivos tempos de retencio (T.R.), indices de Kovats consultados em literatura
(IK-LIT) e calculados (IK-CAL) e teores relativos dessas substancias nas amostras de 6leo
essencial e hidrolato extraidos por hidrodestilacdo a partir de folhas e ramos de Mentha
villosa Huds., coletadas na Estacdo de Cultivo e Manutencdo de Plantas da Universidade
Federal de Juiz de Fora.

TEORES RELATIVOS (%)

T.R. SUBSTANCIA IK-LIT IK-CALC .
OLEO HIDROLATO

6,19 alfa-pineno 939 945,5 0,73 -
7,46 sabineno 976 975,7 0,44 -
7,68 (ndo identificada) - 981,0 1,95 -
8,01 beta-mirceno 991 988,8 1,17 -
9,12 alfa-terpineno 1018 1015,4 0,82 -
9,64 limoneno 1031 1028,0 1,03 -
9,86 cis-ocimeno 1040 1033,3 1,52 -
10,84 gama-terpineno 1062 1056,9 1,50 -
114 hidrato de Cis-sabineno 1068 1070,4 0,98 -
12,01 terpinoleno 1088 1085,1 0,38 -
12,99 acetato de Octenil 1110 1107,8 2,17 -
16,41 terpin-4-ol 1177 1182,0 4,29 0,53
17,07 alfa-terpineol 1189 1196,3 0,52 -
24,98 Oxido de piperitenona 1363 1372,5 65,16 93,62
25,75 beta-elemeno 1391 1390,2 0,49 -
25,96 cis-jasmono 1394 1395,0 0,68 -
26,45 alfa-gurjuneno 1409 1406,5 1,12 -
26,98 trans-cariofileno 1418 1419,2 1,11 -
28,44 trans-beta-farneseno 1458 14543 3,12 -
29,6 germacreno-D 1480 1482,2 4,81 -
31,01 delta-cadineno 1524 1516,9 0,51 -
36,31 alfa-cadinol 1653 1653,2 0,40 -

TOTAL (%) 94,90 94,15

DISCUSSAO

Nas analises cromatogréaficas realizadas no presente estudo, detectou-se o 6xido de

piperitenona como constituinte majoritario no 6leo essencial de M. villosa. 1sso também foi

observado em estudos anteriores, nos quais a substancia, também denominada de 1,2-epoxi-
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pulegona ou rotundifolona, apresentou-se como o componente mais abundante no oleo
essencial de M. villosa, em teores relativos variando de 30% a 100% (SousA et al., 1997;
LORENZO et al., 2002; POGGIAN et al., 2004; NASCIMENTO et al. 2004; NASCIMENTO et al.
2005). MARTINS et al. (2007) identificaram 28 componentes no 6leo essencial de M. villosa,
sendo 13 monoterpenos, 10 sesquiterpenos, 1 éster, 1 fenilpropanodide além de 3 néo
identificados. Neste estudo o 6xido de piperitenona foi detectado como constituinte principal,
apresentando-se em teor de 35,9%.

No experimento conduzido por RADUNZz (2004), o componente majoritario no 6leo
essencial de M. villosa extraido da planta fresca também foi o Oxido de piperitenona,
representando aproximadamente 60,3% do total de substancias detectadas. Comparando-se 0s
constituintes identificados por RADUNZ (2004) aos detectados no presente estudo, foi possivel
determinar 12 substancias coincidentes (beta-mirceno, limoneno, cis-ocimeno, hidrato de cis-
sabineno, terpin-4-ol, beta-elemeno, alfa-gurjuneno, trans-cariofileno, trans-beta-farneseno,
germacreno-D e delta-cadineno, além do éxido de piperitenona), perfazendo um total de
85,31% de substancias coincidentes quanto ao teor relativo encontrado no presente estudo.

Em estudos anteriormente realizados, utilizando amostras de M. villosa coletadas na
UFJF, NASCIMENTO et al. (2004) detectaram a presenca de oxido de piperitenona no oOleo
essencial desta espécie, quando coletada em diferentes horarios do dia (as 8:00, 13:00 e
18:00) e também ao comparar-se 0 6leo essencial extraido de folhas jovens e senescentes,
sendo que em todas as condi¢Oes acima mencionadas o teor relativo desse constituinte
apresentou-se acima de 70%. Posteriormente, ao avaliar a influéncia de diferentes tratamentos
pos-coleta (armazenamento em congelador por dez dias, secagem em estufa a 55°C por cinco
dias e extracdo do Gleo a partir do material fresco) sobre o teor de 6xido de piperitenona no
6leo essencial de amostras de folhas jovens e senescentes de M. villosa, NASCIMENTO et al.
(2005) observaram a presenca deste constituinte em teor relativo acima de 60% em todas as
amostras analisadas. Neste estudo, as condi¢des nas quais se obteve maior teor de 0xido de
piperitenona. foram: oOleo extraido de folhas senescentes frescas (100%) e tratamento em
estufa, tanto em folhas jovens (98,7%) quanto senescentes (100%). Segundo GoBBO-NETO &
Lopes (2007), o metabolismo secundério de plantas pode variar consideravelmente
dependendo de varios fatores como condicGes de coleta, estabilizacdo e estocagem,
influenciando assim na qualidade e conseqiientemente no valor terapéutico de preparados
fitoterapicos, entretanto, em alguns casos, pode ndo ocorrer esta variagdo em funcdo de
fatores. Os trabalhos anteriormente realizados na UFJF mostram a estabilidade da molécula
de , ja que esta foi detectada em alto teor relativo, mesmo quando M. villosa foi exposta a

diferentes procedimentos realizados previamente a extracdo de seu 6leo essencial.
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RADUNZ (2004) também destacou a variagcdo da composicao do 6leo de M. villosa em
diferentes localidades do mundo, sendo o 6xido de piperitenona detectado com teor de 55,4%
no Brasil e de 0,15 a 61,8% na Grécia, enquanto que nos Estados unidos esta substancia nao
foi encontrada no dleo essencial. Isto mostra que a analise quimica para determinacdo das
substancias presentes nas plantas medicinais é de suma importancia, pois podem ocorrer
variacdes nos constituintes da mesma espécie quando cultivada sob diferentes condicdes
ambientais.

Verificou-se maior teor relativo de 6xido de piperitenona no hidrolato (93,62%) que
no Oleo essencial (65,16%). Isso pode ser explicado pelo fato de o 6leo essencial apresentar-se
mais concentrado, assim, um maior nimero de constituintes se mostrou presente, o que
diminui, em contrapartida, o teor relativo do constituinte mais abundante. Ja o hidrolato, que
apresenta-se emulsionado em &gua, podendo ser considerado como uma diluicdo do 6leo
essencial, apresenta um numero menor de constituintes, e, dessa forma, este é detectado em
maior teor relativo. Essa caracterizacdo quimica é fundamental para definicdo de

concentragdes a serem utilizadas em testes de bioatividade.
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CAPITULO 2

AVALIAQAO DO EFEITO anti-helmintico IN VITRO DO HIDROLATO
DE Mentha villosa Huds. (LAMIACEAE)

RESUMO

O uso de plantas medicinais para controle de nematdides de importancia veterinaria
tem sido apontado como uma alternativa ao uso de anti-helminticos sintéticos, principalmente
devido ao fenbmeno de resisténcia dos helmintos a essas drogas. Mentha villosa Huds. tem
sido utilizada pela populacdo devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas, inclusive
para o controle de verminoses. Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito in vitro
do hidrolato de M. villosa, em cinco diferentes concentracdes (20%, 40%, 60%, 80% e
100%), no desenvolvimento de ovos de nematoides gastrintestinais de bezerras, por meio da
técnica de coprocultura quantitativa. Somente o hidrolato a 20% apresentou-se pouco efetivo.
Os hidrolatos a 40%, 60% e 80% apresentaram porcentagem de eficacia de 91,88%, 94,15% e
98,40% respectivamente. Ja o hidrolato a 100%, mostrou-se equivalente ao controle-positivo,
realizado pela utilizacdo do anti-helmintico Albendazol®, que apresentou efetividade de
100%.

INTRODUCAO

O controle de nematoides de bovinos € feito pela utilizacdo de anti-helminticos
sintéticos. No entanto, a selecdo de populagfes de helmintos resistentes, fruto freqliente da mé
utilizacdo ou da mé qualidade dessas drogas, ja detectada por décadas em ovinos (BORDIN,
2004), esta atualmente sendo encarada, e de forma irrefutdvel, em grandes ruminantes
(KAPLAN, 2004). Sendo assim, uma estratégia alternativa para a realizacdo de um controle
sustentavel de nematoides de importancia veterinaria é o desenvolvimento de novas pesquisas
utilizando anti-helminticos ndo-sintéticos que diminuam a necessidade do tratamento
convencional (KAPLAN, 2004).

Desse modo, uma variedade de métodos tem sido explorada para validar as
propriedades anti-helminticas de algumas plantas medicinais, tanto in vitro quanto in vivo
(GITHIORI et al., 2006). Os testes in vitro constituem-se na observacdo da acdo do farmaco
pelo contato direto com os estadios de ovo ou larva do parasito, para avaliar seu efeito sobre o

desenvolvimento de ovos e eclosdo ou mortalidade das larvas. (CosTA, 2004).
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Ha& relatos em literatura que abordam o uso popular de M. villosa devido as suas
propriedades farmacolodgicas, inclusive seu uso como anti-parasitario para amebiases,
giardiases, tricomoniases urogenitais e shistosomiases (SousA et al., 1997; Tozze Jr. et al.,
2006) e também para o controle de verminoses em humanos (LORENZI & MATOS, 2002;
MEDEIROS et al., 2004; BIeskI 2005).

A partir das informacGes acima descritas, e considerando-se que nao foram
encontrados em literatura estudos que abordem a atividade anti-helmintica de M. villosa em
helmintos de bovinos, este experimento teve como objetivo avaliar o efeito in vitro do
hidrolato de M. villosa sobre o desenvolvimento de ovos de nematdides gastrintestinais de

bovinos, por meio da técnica de coprocultura quantitativa.

MATERIAL E METODOS

Coleta da Planta

Amostras do ramo e das folhas de M. villosa foram coletadas as 8:00h na Estacdo de
Cultivo e Manutencao de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Exsicatas foram

depositadas no Herbario Leopoldo Krieger da UFJF sob o nimero de registro CESJ-48632.

Extracdo do 6leo essencial e hidrolato

As partes aéreas de M. villosa foram mantidas em sacos plasticos e acondicionadas em
congelador (-18°C) por 20 dias até extracdo do hidrolato, realizada no Laboratorio de
Fitoguimica, no Departamento de Botanica da Universidade Federal de Juiz de Fora. A
extracdo foi feita pelo método de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, onde a planta (100 g
de material fresco) permaneceu em ebulicdo por duas horas em 1 L de agua. Apos descarte do
6leo essencial, o hidrolato (caracterizado como a fragdo aquosa contendo o 6leo essencial
emulsionado) foi mantido em congelador (-18°C) dentro de frascos de vidro vedados e

protegidos da luz.
Preparacéo das dilui¢des a serem testadas
A partir do hidrolato extraido, foram preparadas as seguintes solu¢Ges com adicdo de

agua destilada: hidrolato 100%, hidrolato 80%, hidrolato 60%, hidrolato 40% e hidrolato

20%. Os frascos contendo estas solucGes foram mantidos em congelador (-18°C) até a
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realizacdo dos testes, quando os frascos foram agitados para proporcionar sua emulsdo, ou
seja, para garantir que o Oleo essencial presente no hidrolato se distribuisse de maneira

uniforme na solucdo aquosa.

Teste anti-helmintico in vitro

Para a realizagdo do teste in vitro foram obtidas amostras de fezes contaminadas
naturalmente com ovos de nematdides gastrintestinais, sendo estas provenientes de bezerras
mesticas (Holandés x Zebu) criadas no Campo Experimental de Santa Monica, pertencente a
Embrapa Gado de Leite, localizado no Municipio de Valencga, RJ. As fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal dos animais, mantidas em sacos plésticos sob refrigeracdo (aprox.
5°C) e enviadas em caixas de isopor ao Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de
Leite em Juiz de Fora, onde foram realizados os procedimentos de exame das fezes,
coprocultura e contagem das larvas de nematoides, no periodo de marco a junho de 2007.

Primeiramente, procedeu-se a contagem de ovos por grama de fezes (opg), em
Camara de McMaster de acordo com a técnica modificada de GORDON & WHITLOCK (1939),
citada em UENO & GONCALVES (1998), para verificagdo do nivel de contaminacdo. Foi entdo
realizado o teste para avaliacdo do efeito do hidrolato de M. villosa sobre a eclosdo de larvas
de nematdides gastrintestinais. Os grupos testados consistiram em:

A - controle- negativo, no qual foi utilizada agua destilada;

B - controle-positivo, onde foi usado o anti-helmintico comercial Albendazol®, que

possui atividade ovicida, larvicida e adulticida;

C - grupo de tratamento, com a utilizacdo do hidrolato em cinco concentracdes:

C1: hidrolato a 20%;
C2: hidrolato a 40%;
C3: hidrolato a 60%;
C4: hidrolato a 80%;
C5: hidrolato a 100%.

Para cada tratamento foram feitas 30 repeticdes, cada uma composta de 2 g de fezes
homogeneizadas, totalizando 210 amostras, devidamente identificadas.

O cultivo de larvas de nematdides gastrintestinais foi realizado pelo método de
coprocultura quantitativa, adaptado de UENO & GONCALVES (1998) e inicialmente descrito
por ROBERTS & O’SULLIVAN (1950), que consistiu na mistura de 2 g de fezes secas e
esterilizadas, 2 g das fezes contaminadas com ovos de nematdides gastrintestinais e 2 ml da
solucdo a ser testada (hidrolato a 20%, 40%, 60%, 80% ou 100%, agua destilada ou
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Albendazol®). Essas amostras foram entdo homogeneizadas e colocadas em copos de plastico
descartavel com capacidade para 50 ml. Estes foram acondicionados em uma bandeja plastica
coberta com pléstico transparente perfurado e forrada no fundo com papel-toalha umedecido
com agua, para conservar a umidade. A bandeja foi mantida em estufa climatizada (tipo
BOD), sob temperatura de 27°C + 1°C e umidade relativa de aproximadamente 80%, onde
permaneceu por sete dias, sendo o papel-toalha umedecido com &agua destilada, quando
necessario.

Apos o sétimo dia de cultivo, foi acrescentada agua destilada cuidadosamente nos
copos pléasticos até enché-los e estes foram tampados com uma placa de Petri e virados
rapidamente. Foram adicionados 15 ml de &gua destilada nas placas, onde os copos foram
mantidos invertidos por 24 horas para a saida de larvas infectantes (L3) de nematdides

gastrintestinais através dos pequenos espacos entre o copo e a placa.

FIGURA 6: Recipientes contendo coprocultura, devidamente identificados e posicionados de
maneira invertida para obtencdo de larvas infectantes de nematdides gastrintestinais de
bovinos em experimento de avaliacdo da atividade anti-helmintica de Mentha villosa Huds.,
realizado no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de leite, Municipio de Juiz de
fora, MG.

Apbs este periodo, o conteudo de cada placa de Petri foi coletado com uma pipeta e
colocado em tubos plasticos com capacidade para 15 ml devidamente identificados, sendo um
tubo para cada repeticdo nos tratamentos. Os tubos de ensaio foram centrifugados por 10
minutos a 1.500 rpm. para facilitar a sedimentacdo das larvas no fundo dos mesmos.
Posteriormente, o contetdo de liquido dos tubos foi drenado com uma pipeta e descartado, de
forma a ndo ser aspirado o sedimento com as larvas. Foi mantido o liquido com dois cm de
profundidade em todos os tubos de ensaio. As amostras foram entdo mantidas em refrigerador
(10°C) por no maximo 30 dias, onde permaneceram até a contagem das larvas ao

microscopio.
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A analise microscopica consistiu na coleta de aproximadamente 3 ml do conteudo
previamente homogeneizado com auxilio de uma pipeta de Pasteur introduzida no fundo do
tubo de ensaio. Procedeu-se entdo o preparo de ldminas temporarias (aproximadamente trés
l&minas com duas laminulas de 20 x 20 mm cada, por tudo de ensaio) e contagem das larvas
de nematoides vivas e mortas com auxilio de um contador manual. As larvas foram
identificadas utilizando-se o Manual para Diagnostico das Helmintoses de Ruminantes
elaborado por UENO & GONCALVES (1998).
Para a determinacdo da porcentagem de eficdcia das substancias testadas, foi

empregada a seguinte formula:

% Eficacia

_ (Média do nlimero de larvas do grupo controle - Média do nlmero de larvas do grupo tratadO) % 100
Média do nUmero de larvas do grupo controle
Foram empregados os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn, a niveis de
significancia de 5% (Programa Graph Pad Instat™) para verificar a existéncia de diferencas
significativas entre 0s grupos experimentais, ja que a amostra ndo apresentou distribuicao

normal, de acordo com o teste de Barlett.
RESULTADOS

O hidrolato de M. villosa apresentou o efeito ovicida esperado sobre nematdides
gastrintestinais de bovinos no teste in vitro, sendo este efeito dose-dependente. Os valores
médios e de desvio-padrdo do numero de larvas obtidas das coproculturas submetidas a
tratamento com cinco concentragdes de hidrolato, bem como dos grupos controle com agua
destilada e Albendazol® estdo representados na TAB. 2 e na FIG. 7.

Quanto a porcentagem de eficacia das substancias testadas, somente o hidrolato a 20%
apresentou-se abaixo de 90% (66,44%). O hidrolato a 40%, 60% e 80% apresentou
porcentagem de eficacia de 91,88%, 94,15% e 98,40% respectivamente sobre a inibi¢do da
eclodibilidade das larvas. Ja o hidrolato a 100%, mostrou maxima eficacia, sendo esta
equivalente ao controle-positivo utilizando o anti-helmintico Albendazol®. Os percentuais de
eficécia das substancias testadas estdo representados na FIG. 8.

Com relacdo aos nematoides presentes nas amostras analisadas ao microscopio,
observou-se predominancia dos géneros Cooperia e Haemonchus, que representaram,
juntamente, cerca de 90% das larvas encontradas, além dos géneros Oesophagostomum e

Trichostrongylus em menor nimero (cerca de 6% e 4%, respectivamente).
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TABELA 2: Namero de larvas de nematdides gastrintestinais obtidas a partir de coprocultura
realizada na Embrapa Gado de Leite, Juiz de fora, MG, utilizando-se amostras de fezes de
bezerras criadas no Campo Experimental de Santa Monica, pertencente a Embrapa Gado de
Leite e localizado no Municipio de Valenga, RJ, contaminadas com ovos de nematoides
gastrintestinais, submetidas a tratamento com agua destilada (controle-negativo),
Albendazol® (controle-positivo) e hidrolato extraido por hidrodestilagdo a partir de folhas e
ramos de Mentha villosa Huds. e testado em cinco concentracbes (H 20%, H 40%, H 60%, H
80%, H 100%) (n = tamanho da amostra; x = média; DP = desvio-padrdo; IC = intervalo de
confianca de 95%).

Aqua
9 H 20% H 40% H 60% H80%  H100% Albendazol®
destilada
n 30 30 30 30 30 30 30
148,10 49,70% 12,03 8,67° 2,37% ) )
X + DP 0 0
+ 66,54 +24.45 + 12,60 +8,10 +2,77
123,26 — 40,57 - 7,33 - 5,64 — 1,33 -
172,94 58,83 16,74 11,69 3,40 - -
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FIGURA 7: Numero de larvas de nematoides gastrintestinais obtidas a partir de teste anti-
helmintico in vitro da atividade ovicida em bovinos, pelo método de coprocultura
quantitativa, realizada na Embrapa gado de leite, Juiz de Fora, MG. As amostras de fezes
provenientes de bezerras mesticas (Holandés x Zebu) criadas no Campo Experimental de
Santa Ménica, pertencente a Embrapa Gado de Leite, (Municipio de Valenca, RJ) contendo
ovos de nematdides gastrintestinais, foram submetidas a tratamento com hidrolato de M.
villosa Huds. em cinco diferentes concentracées (H 20%, H 40%, H 60%, H 80%, H 100%), a
tratamento com agua destilada (controle-negativo) e com Albendazol® (controle-positivo).
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FIGURA 8: Porcentagem de eficicia do hidrolato extraido por hidrodestilacdo a partir de
folhas e ramos de Mentha villosa Huds., em teste anti-helmintico in vitro da atividade ovicida
em nematoOides gastrintestinais de bovinos, pelo método de coprocultura quantitativa,
realizada na Embrapa gado de leite, Juiz de Fora, MG. Amostras de fezes de bezerras
mesti¢as (Holandés x Zebu) criadas no Campo Experimental de Santa Monica (Valenga, RJ),
pertencente a Embrapa Gado de Leite, contendo ovos de nematdides gastrintestinais, foram
submetidas a tratamento com hidrolato de M. villosa em cinco concentragdes (H 20%, H 40%,
H 60%, H 80%, H 100%) e a Albendazol® (controle-positivo). Para o calculo da porcentagem
de eficacia foi comparado o nimero de larvas obtidas nos grupos de tratamento e controle-
positivo, com aquele obtido no grupo controle-negativo, no qual utilizou-se agua destilada.

DISCUSSAO

O hidrolato de M. villosa apresentou efeito ovicida esperado sobre nematdides
gastrintestinais de bovinos no teste in vitro, sendo este efeito dose-dependente. Somente o
hidrolato a 20% apresentou porcentagem de controle abaixo de 90% (66,44%). O hidrolato a
40% e 60% apresentou porcentagem de controle de 91,88%, 94,15% respectivamente.

Considerando a classifica¢do do indice de eficcia proposto pela Associacdo Mundial
para 0 Avanco da Parasitologia Veterinaria (CoLES et al., 1992), um produto quimico
comercial é altamente efetivo se apresentar mais de 90% de acdo contra o parasito tratado,
moderadamente efetivo, quando atua entre 80% a 90%, pouco efetivo quando a agdo esté
entre 60 e 80% e ndo efetivo em niveis abaixo de 60%. De acordo com esta premissa, 0S
resultados obtidos mostram a alta eficicia do hidrolato de M. villosa nas concentracdes de
40%, 60%, 80% e 100%. KeTzIs et al., (2006) afirmam, por outro lado, que um critério de
eficacia Unico (por exemplo, > 90% de reducdo da carga parasitaria) ndo pode ser aplicado a

novos métodos de controle, devendo haver maior tolerancia que para os anti-helminticos
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comerciais. Isto evidencia a alta eficacia do hidrolato obtida no teste in vitro, realizado no
presente experimento.

As concentraces de hidrolato a 80% e 100%, mostraram eficacia acima de 98%
(98,40% e 100%) respectivamente, valor considerado altamente efetivo segundo o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, de acordo com as recomendagfes contidas na
Portaria N° 48 de 12 de maio de 1997, que regulamenta o licenciamento e/ou renovacdo de
licenca de produtos antiparasitarios de uso veterinario. Ja as concentragdes de hidrolato entre
40% e 60% apresentaram-se efetivas, segundo a mesma Portaria, ja que resultaram em valores
de porcentagem de eficacia incluidos na faixa de 90% a 98%. O efeito ovicida do hidrolato a
100% foi o mesmo encontrado para o controle-positivo com o anti-helmintico comercial
Albendazol®, que mostrou eficacia de 100%.

A comprovada efetividade in vitro do hidrolato de M. villosa em concentragfes acima
de 40%, mostra acdo promissora desta espécie vegetal para controle das helmintoses
gastrintestinais de bovinos in vitro, sendo necessarios testes adicionais relativos a dosagem e a

sua possivel atividade também in vivo.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DO EFEITO IN VIVO DO HIDROLATO DE Mentha villosa Huds. EM
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE BOVINOS

RESUMO

As plantas medicinais representam uma alternativa sustentavel a quimioterapia
convencional com relacdo as suas propriedades anti-parasitarias. Mentha villosa Huds., uma
erva aromatica pertencente a familia Lamiaceae, foi citada em estudos etnofarmacolégicos
que relatam sua atividade anti-helmintica para uso humano. Considerando-se que o uso de
6leos essenciais € pouco explorado em ruminantes, este experimento objetivou avaliar o efeito
anti-helmintico in vivo do hidrolato de M. villosa, emulsédo do 6leo essencial em solucdo
aquosa, em bezerras mesticas (Holandés x Zebu) infectadas artificialmente por nematoides
gastrintestinais. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: grupo de
tratamento, no qual foi administrou-se 0,1 ml/kg/dia de hidrolato de M. villosa oralmente
durante dez dias consecutivos; grupo controle-negativo, no qual foi feita a administracao oral
de 15 ml de agua destilada durante dez dias e grupo controle-positivo, cujos animais
receberam Ricobendazol em dose Unica por via subcutanea. A partir de coletas realizadas
diariamente durante o periodo de tratamento além de duas coletas sete dias e 14 dias apds o
término do tratamento, procedeu-se o teste de diminui¢do na contagem de ovos nas fezes. Os
resultados mostraram auséncia de atividade anti-helmintica in vivo do hidrolato de M. villosa

nesses animais.

INTRODUCAO

Por representar uma alternativa sustentavel a quimioterapia convencional, 0 uso de
plantas medicinais e o interesse em suas propriedades anti-parasitarias tem aumentado,
conforme mostrado por varias revisdes na area de medicina veterinaria em diferentes
continentes (HOUNZANGBE-ADOTE et al., 2005).

Dentre as plantas consideradas promissoras quanto a sua acdo no controle de
nematoides gastrintestinais estd a Mentha villosa Huds., uma erva aromatica pertencente a
familia Lamiaceae e ja citada por alguns autores em estudos etnofarmacoldgicos, devido a sua
acao anti-helmintica para humanos (LORENZI & MATOS, 2002; MEDEIROS et al., 2004; BIESKI
2005).
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Os testes in vivo avaliam a eficacia anti-helmintica atraves da reducdo da contagem de

ovos de helmintos nas fezes dos hospedeiros. Este teste envolve o tratamento de animais
infectados natural ou artificialmente e pode ser realizado em ruminantes, equideos e suinos,
avaliando todos os tipos de anti-helminticos e com todas as espécies de nematdides expelidos
pelas fezes no estadio de ovo (CosTA, 2004). SEGUNDO ROCHFORT et al. (2008), 0 uso de 6leos
essenciais € pouco explorado em ruminantes. Além disto, essa area de pesquisa é limitada a
estudos in vitro, com poucos experimentos realizados in vivo. Dessa forma, este experimento
objetivou avaliar o efeito anti-helmintico in vivo do hidrolato de M. villosa, em bezerras
mesticas (Holandés x Zebu) infectadas por nematoides gastrintestinais, atraves do teste de

diminuicao na contagem de ovos de nematdides gastrintestinais nas fezes.

MATERIAL E METODOS

Coleta da Planta e extracéo do hidrolato

Foram coletadas amostras das partes aéreas de M. villosa as 8:00 na Estacdo de
Cultivo e Manutencéo de Plantas na Universidade Federal de Juiz de Fora.

A partir de 100 g da planta, conservada em congelador (-18°C) logo ap0s a coleta,
procedeu-se a extracdo do hidrolato pelo método de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger. O
material vegetal permaneceu em ebulicdo em 1L de agua durante duas horas. Apos descarte
do 6leo essencial, o hidrolato foi acondicionado em frasco de vidro vedado e protegido da luz
dentro do congelador (-18°C). Foram realizadas tantas extracfes quantas necessarias para a
obtencdo do volume de hidrolato suficiente para a realizacdo do teste in vivo. Previamente a
realizacdo do teste, o frasco contendo hidrolato, utilizado em concentracdo Unica de 100%, foi

transferido para refrigerador (aprox. 5°C), sendo agitado antes de ser oferecido aos animais.

Animais experimentais

O teste anti-helmintico in vivo de reducdo da contagem de ovos fecais foi conduzido
no Campo Experimental de Santa Monica, pertencente & Embrapa Gado de Leite, situado no
municipio de Valenca, RJ.

Foram utilizadas bezerras mesticas (Holandés x Zebu), fémeas, com oito a dez meses
de idade aproximadamente e peso medio de 137,9 kg (Desvio-padrdo = 28,2 kg). Estes
animais ndo receberam qualquer tipo de tratamento anti-helmintico nas doze semanas

antecedentes ao inicio do experimento.
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Todos os animais utilizados no experimento apresentavam sua prépria identificacéo,

representada por numeros marcados em brincos plasticos aplicados na orelha e tatuagem. A

identificacdo dos grupos experimentais foi feita por meio da colocacdo de cordas de nylon
coloridas no pescoco, de modo que cada grupo correspondesse a uma determinada cor.

Infecgéo artificial dos animais

Ap0s analises periodicas do nivel de infeccdo dos animais por meio da contagem de
ovos por grama de fezes em Camara de McMaster, de acordo com a técnica modificada de
GORDON E WHITLOCK (1939), citada em UENO E GONCALVES (1998), e tendo em vista o nivel
de infeccdo insuficiente para a realizacdo dos testes, conforme detectado nas analises,
procedeu-se uma infeccdo artificial nas bezerras, realizada trés meses antes do inicio dos
tratamentos. Para tal, foram coletadas amostras fecais destes animais, seguido do cultivo de
larvas de nematdides gastrintestinais pelo método de coprocultura quantitativa, adaptada de
UENO & GONGALVES (1998) e inicialmente descrita por ROBERTS & O’SULLIVAN (1950),
utilizando-se os mesmos procedimentos da coprocultura realizada no teste in vitro (CAP. 2)
entretanto, sem aplicacdo de qualquer substancia e utilizando-se aproximadamente 4 kg de

fezes, armazenadas em frascos de vidro com capacidade para 500 ml (FIG. 9)

FIGURA 9: Recipiente contendo coprocultura realizada a partir de amostras de fezes de
bezerras mesticas (Holandés x Zebu) contaminadas com ovos de nematdides gastrintestinais,
posicionado de maneira invertida, para possibilitar a saida de larvas infectantes (L3) através
dos espacos entre o frasco de vidro e a placa de Petri, posteriormente utilizadas em infeccdo
artificial de bezerras criadas no Campo Experimental de Santa Ménica, pertencente a
Embrapa Gado de Leite, localizado no Municipio de Valenca, RJ.
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As larvas L3 obtidas foram acondicionadas, juntamente com 600 ml de agua destilada

em um frasco de vidro, mantido sob refrigeracdo (aprox. 5°C) e enviado em caixa de isopor ao
Campo Experimental de Santa Ménica em Valenga, RJ, onde a solugdo contendo as larvas foi

administrada oralmente a 24 bezerras por meio de uma seringa descartavel.

Teste anti-helmintico in vivo

Trés meses apds a infecgdo artificial e trés dias antes do inicio do teste (dia -3), 0s
animais foram pesados em balanca eletronica. Trés dias previamente ao inicio dos tratamentos
(dias -3 a -1), foi realizada a contagem de ovos por grama de fezes, diariamente, as 7:30.

A contagem de opg foi realizada a partir da adigéo de 54 ml de solucgéo hipersaturada
de acucar (composta por 500 g de agucar, 360 ml de &4gua destilada e 6,5 ml de formol 40%) a
6 g de fezes, de acordo com técnica descrita em UENO & GONGALVES (1998). Essa mistura foi
entdo homogeneizada e coada para descarte da porcao solida. A parte liquida foi colocada em
tubos plasticos com capacidade para 15 ml, sendo feitas trés repeticdes para cada amostra de
fezes. Os tubos foram entdo centrifugados por 3 minutos a 1500 rpm. Posteriormente, 0
volume dos tubos foi completado com solucdo de aclcar até obter o menisco na superficie.
Colocou-se uma laminula (20 x 20 mm) sobre cada menisco, onde foi mantida por 10 minutos
para que 0s ovos dos nematoides (menos densos que o liquido) ficassem aderidos a esta. As
laminulas foram entéo retiradas e colocadas em laminas, para posterior contagem de todos 0s
0V0s presentes, sob microscopio.

A partir da contagem de ovos realizada (média entre os trés dias), foram formados trés
grupos experimentais, sendo os grupos constituidos inicialmente de 6 bezerras. No entanto,
como o grupo tratado apresentou um animal discrepante quanto a contagem de opg., este foi
retirado da amostra, resultando assim, em dois grupos-controle formados por 6 animais, e um
grupo-tratado constituido por 5 animais.

1- grupo controle-negativo (agua destilada);

2- grupo de tratamento (hidrolato a 100% de Mentha villosa);

3- grupo controle-positivo (anti-helmintico sintético Ricobendazole®).

A administracdo das substancias dos grupos 1 e 2 foi realizada uma vez ao dia, sempre
entre 7:30 e 8:00, durante dez dias consecutivos (dia 0 ao dia +9), sendo feitas oralmente por
meio de uma seringa descartavel inserida no canto da boca dos animais, para evitar o
fechamento da goteira esofagica, reflexo da amamentacéo, que faz com que o leite va ao
abomaso sem cair no rumen (FIG. 10). No grupo 1, foram administrados 15 ml de agua

destilada igualmente para todos os animais. Os animais do grupo 2 receberam hidrolato na
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dose de 0,1 ml/kg/dia, dosagem esta superestimada em cinco vezes a partir do indicado
tradicionalmente para humanos (MARTINS et al., 1995), calculado com base na massa fresca
da planta, por volume de hidrolato obtido na extracdo, j& que ndo foi encontrada na literatura
uma dosagem da espécie vegetal em questdo, utilizada em bovinos. Nos animais do grupo 3
foi aplicado o anti-helmintico Ricobendazole® (sulfoxido de albendazol, veiculo g.s.p. -
Ourofino) no primeiro dia de tratamento (dia 0) por via subcutanea no pescoc¢o dos animais,
em dose Unica de 1 ml/40 kg com auxilio de pistola dosificadora, conforme indicado pelo

fabricante.

FIGURA 10: Administracdo oral em bezerra mestica (Holandés x Zebu) do hidrolato de
Mentha villosa Huds., por meio de uma seringa descartavel, na dose de 0,1 ml/kg/dia durante
dez dias consecutivos, em teste anti-helmintico in vivo dessa substancia, realizado nos meses
de agosto e setembro de 2007, no Campo Experimental de Santa Mo6nica, pertencente a
Embrapa Gado de Leite, localizado no Municipio de Valenca, RJ.

Previamente a realizacdo dos tratamentos (dias -3 a -1), foram coletadas amostras de
fezes dos 18 bezerras diretamente da ampola retal, sendo as amostras individualizadas em
sacos plasticos e identificadas para realizacdo de nova contagem de opg utilizando-se a
técnica de solucdo de aclcar descrita anteriormente. Estas coletas foram realizadas
diariamente durante dez dias (dia +1 ao dia +10) e também uma e duas semanas apos o final
dos tratamentos (dias +17 e +24). Parte da amostra de fezes da ultima coleta dos animais do
grupo 1 foi utilizada para obtencdo de larvas L3 atraves de coprocultura, usando-se 0 mesmo
método descrito anteriormente, com o objetivo identificar e quantificar as larvas presentes.
As larvas foram identificadas utilizando-se 0 Manual para Diagndstico das Helmintoses de
Ruminantes elaborado por UENO & GONGALVES (1998).

Durante o periodo de administragdo dos tratamentos e coleta de fezes, as bezerras
foram mantidas em jejum, sempre das 16:00 do dia anterior até o momento em que foram

tratadas, sendo entdo transferidas para piquetes contendo pastagem de capim elefante
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(Pennisetum purpureum, Schum), além de racdo (2 kg/animal /dia) e agua ad libitum
(FIG. 12).

ok
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FIGURA 11: Bezerras mesticas (Holandés x Zebu) em piquete, alimentadas com capim
elefante (Pennisetum purpureum, Schum), além de racdo (2 kg/animal/dia) e agua ad libitum,
onde foram mantidas das 8:30 as 16:00 durante os dias de realizagdo do teste anti-helmintico
in vivo do hidrolato de Mentha villosa Huds., realizado durante os meses de agosto e setembro
de 2007 no Campo Experimental de Santa Monica, pertencente a Embrapa Gado de Leite,
localizado no Municipio de Valenca, RJ.

Analise dos resultados

Apesar da separacdo dos animais entre os grupos ter sido feita de modo que as medias
de opg. entre 0s grupos experimentais fossem as mais proximas possiveis, devido a ocorréncia
de alto desvio-padrdo quanto a contagem de opg. entre os animais componentes dos grupos,
bem como entre 0s grupos experimentais, e isso se tornou ainda mais evidente apos a retirada
de um animal do grupo tratado, nao foi possivel realizar comparacdes entre o grupo-tratado e
0s grupos-controle. Desse modo, apesar da ndo utilizacdo de testes estatisticos, os dados
referentes a contagem de opg dos grupos-controle estdo representados nos resultados, a titulo
de caracterizacdo do acompanhamento realizado nesses animais durante o experimento.

A porcentagem de eficacia do hidrolato testado foi determinada com base na contagem
de opg feita durante o tratamento e no pés-tratamento (dias 0 a +9 , +17 e +24), tendo como
base o periodo de pré-tratamento (média entre os dias -3,-2, e -1). Para isso, foi empregada a

seguinte formula:

Média de opg (dias — 3 a — 1) - Média de opg (dia X)
Média de opg (dias —3a — 1)

% Eficacia do hidrolato (dia X) = ( ) x 100
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Este experimento foi aprovado pela Comisso de Etica na Experimentacdo Animal da
Pro-Reitoria de Pesquisa / UFJF (protocolo: 054/2006-CEA).

RESULTADOS

O hidrolato de M. villosa na dose utilizada (0,1 ml/kg/dia) ndo provocou reducdo na
contagem de ovos nas fezes das bezerras infectadas por nematdides gastrintestinais, ndo
resultando no efeito anti-helmintico esperado, o que pode ser verificado nos dados de eficécia
do hidrolato testado, nas analises de opg realizadas previamente ao tratamento (dia -1),
durante (dias 0 a +9) e ap6s o tratamento (dias +17 e +24) (TAB 3; FIG. 11). Os resultados
referentes a contagem de opg (média e desvio-padrdo) dos animais tratados com o hidrolato
estdo representados na TAB 4. Apesar da ndo realizacdo de testes estatisticos para
comparagdo entre 0s grupos-controle e o grupo-tratado, os dados referentes ao opg dos

animais que receberam agua destilada ou Albendazol®, estdo registrados na TAB 4.

TABELA 3: Porcentagem de eficacia anti-helmintica do hidrolato extraido a partir de folhas e
ramos de Mentha villosa Huds., administrado oralmente, durante dez dias consecutivos (dias
0 a +9), na dosagem de 1 ml/40 kg/dia, a bezerras, com oito a dez meses de idade, infectadas
com nematdides gastrintestinais, criadas no Campo Experimental de Santa Monica (Valenca,
RJ), pertencente a Embrapa Gado de Leite. A porcentagem de eficécia foi calculada com base
na reducdo da contagem média de ovos de nematdides por grama de fezes (opg), obtida por
comparacdo entre a contagem de opg realizada no periodo de pré-tratamento (dias -3 a -1)
com a contagem durante o tratamento e no pds-tratamento.

Eficacia do hidrolato de

Dias de analise de opg M. villosa (%)

Dia0 -4,93
Dia +1 6,96
Dia +2 11,49
Dia +3 8,96
Dia +4 -28,04
Dia +5 1,46
Dia +6 9,8
Dia +7 -77,65
Dia +8 11,35
Dia +9 -131,11
Dia +10 -81,69
Dia +17 -273,31

Dia +24 -175,61
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TABELA 4: Contagem de ovos de nematdides por grama de fezes (opg) de bezerras mesticas
(Holandés x Zebu), com oito a dez meses de idade, infectadas com nematdides
gastrintestinais, tratadas com hidrolato de Mentha villosa Huds. administrado oralmente,
durante dez dias consecutivos (dias 0 a +9), na dosagem de 1 ml/40 kg/dia (n = 5 bezerras);
Ricobendazole® (aplicado no dia 0, por via subcutdnea, em dose Unica de 1 ml/40 kg),
constituindo o grupo controle-positivo (n = 6 bezerras) e agua destilada, administrada
oralmente, durante dez dias consecutivos (dias 0 a +9), constituindo o grupo controle-negativo
(n = 6 bezerras) em teste anti-helmintico in vivo realizado no Campo Experimental de Santa
Monica (Valenga, RJ), pertencente & Embrapa Gado de Leite. As analises de opg foram
realizadas durante os dias de pré-tratamento (dia -1), tratamento (dias +0 a +9) e pOs-
tratamento (dias +17 e +24).

Dias de analise Hidrolgt(_) de M. villosa Ricpb_endazole@ Agug destilada
de opg (medl_a de opg + (med[a de opg + (medl_a de opg. +

desvio-padréo desvio-padréo) desvio-padréo)

Dia -1 150,26 * 68,47 272,84 + 168,12 270,65 + 100,29
Dia 0 157,67 £ 179,41 226,06 £ 47,48 357,39 £ 212,60
Dia +1 139,80 + 215,90 12,39+ 11,14 241,39 + 189,75
Dia +2 133,00 £+ 159,35 0,72+0,74 244,28 + 234,56
Dia +3 136,80 + 207,70 0,28 + 0,25 245,61 + 205,25
Dia +4 192,40 + 147,84 0,50 £ 0,46 313,83 + 208,79
Dia +5 148,07 £ 130,30 0,44 £ 0,40 301,94 + 202,08
Dia +6 135,53 + 186,13 0,11+0,17 373,11 + 281,06
Dia +7 266,93 + 411,65 0,72+0,49 267,72 £ 219,54
Dia +8 133,20 £ 139,06 0,11 £ 0,27 227,11 £ 211,75
Dia +9 347,27 + 297,58 0,17+0,28 250,50 + 168,91
Dia +10 273,00 + 385,25 0,11 +0,27 186,83 + 130,07
Dia +17 560,93 + 701,22 0,50 £ 0,75 374,61 + 348,39
Dia +24 414,13 + 556,93 127,89 £ 287,52 249,83 £ 231,07

DISCUSSAO

No teste in vivo, o hidrolato de M. villosa, na dosagem utilizada (1 ml/kg/dia), ndo
provocou reducdo na contagem de ovos de nematdides nos bovinos amostrados, apesar dos
resultados encontrados anteriormente no teste in vitro (CAP. 2). Pode ocorrer, com certa
freqiiéncia, em experimentos que abordem o efeito anti-helmintico de algumas substéncias,
disparidade entre os resultados in vitro e in vivo (FURTADO, 2006; ROCHFORT et al., 2008).
Outros experimentos anteriormente realizados, também obtiveram resultados de alta eficacia

de determinadas substancias quando estas foram testadas in vitro, ao passo que os testes in
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vivo ndo resultaram em um controle satisfatorio da carga parasitaria. Por exemplo,
Chenopodium ambrosioides e seu 6leo essencial reduziram a viabilidade dos ovos de H. contortus
em teste in vitro, porém ndo apresentaram efeito sobre a reducdo do nimero de nematoides
adultos ou ovos, quando administrada a caprinos (Ketzis et al., 2002). No estudo realizado por
CosTA (2004), o extrato etandlico de Azadirachta indica inibiu 98,2% da eclosdo de ovos na
concentragdo de 3,1 mg/ml e 87,1% do desenvolvimento larval na concentragdo de 50 mg/ml, no
entanto, quando testado in vivo, a planta ndo provocou diferenca significativa entre os parametros
avaliados quando comparado ao grupo controle. Em outros estudos, as plantas medicinais testadas
apresentaram efeito anti-helmintico in vitro, mas ndo in vivo sobre nematoides gastrintestinais de
ruminantes (CAMURCA-VASCONCELOS, 2006; FURTADO, 2006; PESSOA, et al., 2002). Isto pode
ter ocorrido porque consideraveis diferencas fisioldgicas sdo esperadas de estar presentes entre
condigdes in vitro e in vivo (GITHIORI et al., 2006). Segundo EGUALE et al (2007), o efeito
negativo nos testes in vivo pode ser atribuido a biotransformacéo de alguns dos componentes
ativos dentro do trato digestivo do hospedeiro. O sistema digestivo peculiar dos ruminantes
pode mudar o metabolismo ou 0 modo de acdo de alguns nutrientes, medicamentos ou
materiais bioativos quando administrados oralmente (VANDAMME & ELLIS, 2004).

Com relacdo a metodologia utilizada no teste in vivo, o principal método de deteccao
de resisténcia de nematdides a anti-helminticos sintéticos continua sendo o teste de reducéo
na contagem de ovos na fezes, que pode ser usado com todos os grupos de anti-helminticos
(RANGEL et al., 2005; CoLEs et al., 2006). Esse método também é utilizado por varios autores
para analisar a atividade anti-helmintica de plantas em ruminantes (GITHIORI et al., 2004;
CAMURCA-VASCONCELOS, 2006; FURTADO, 2006; POMROY & ADLINGTON, 2006) e também
recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, de acordo a Portaria
N° 48 de 12 de maio de 1997, que regulamenta o licenciamento e/ou renovacgéo de licencga de
produtos antiparasitarios de uso veterindrio. Segundo FURTADO (2006), a reducdo na
contagem dos ovos nas fezes ndo esta diretamente associada a uma mortalidade do parasito,
podendo ocorrer apenas supressdo na eliminagdo dos ovos. Porém, este fato por si s, ja é um
bom recurso no controle parasitario, pois determina diminuicdo da contaminacdo da
pastagem, que passa a apresentar menor numero de larvas infectantes.

As coletas de fezes para realizacdo da contagem de opg no teste in vivo foram feitas
em periodo utilizado comumente em outros experimentos. COLES et al. (1992), recomendam
que as fezes sejam coletadas entre o dia 10 e o dia 14 apds o tratamento, pois a anélise em
tempo inferior poderia gerar resultados equivocados.

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados foi o nimero de animais

utilizados por grupo experimental. CoLES et al. (1992) recomendam 15 animais por grupo,
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entretanto VERCRUYSSE et al. (2001) relataram que, em casos de pesquisa, 0 experimento
pode contar com, no minimo, seis animais por grupo, assim como recomenda a Portaria N° 48
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. No presente estudo foram utilizados
seis animais nos grupos-controle e cinco no grupo-tratado, devido a dificuldade em se obter
animais com o minimo de opg suficiente para a realizacdo do teste, mesmo apos realizacao de
infeccdo artificial. Outros estudos, relativos a teste anti-helmintico in vivo em ruminantes,
principalmente utilizando-se ovinos e caprinos, também contaram com seis animais por grupo
experimental (FURTADO, 2006; POMROY & ADLINGTON, 2006).

Segundo SiLvA et al. (2003), outros fatores devem ser levados em consideracao
quando se esta analisando a atividade medicinal de uma planta, como por exemplo, a dose
total administrada e o periodo de jejum antes da administragdo. No presente estudo, 0s
animais foram mantidos em jejum por, pelo menos, 15 horas antes de receberem o0s
tratamentos, tempo este considerado suficiente para facilitar a propagacdo da substancia
testada atraves do trato gastrintestinal. Por outro lado, o efeito in vivo provavelmente poderia
ser potencializado pelo aumento da dose ou pela repeticdo da dose por mais tempo. Isto
poderia aumentar o tempo de contato entre o hidrolato e o parasito e, presumivelmente,
aumentar a reducao na fecundidade destes. Entretanto, 0 aumento na dose pode causar efeitos

toxicos nos hospedeiros e por isso deve ser feito com cautela.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram a presenca de alto teor relativo de
Oxido de piperitenona no hidrolato de Mentha villosa Huds., por meio de analise
cromatografica, substancia considerada por alguns autores como responsavel pelo efeito anti-
helmintico da planta, que tem sido relatada em estudos etnofarmacologicos. Apesar de o
hidrolato mostrar-se efetivo no controle de larvas de nematdides gastrintestinais de bovinos
em teste in vitro, este ndo causou uma redugdo na contagem de ovos por grama de fezes em
bezerras infectadas por nematdides gastrintestinais, quando administrado oralmente aos
animais durante dez dias. A partir dos resultados obtidos, outras metodologias poderdo ser
utilizadas em busca da possivel comprovacdo antiparasitaria desta planta para o controle de
helmintos de ruminantes, bem como de outros animais, incluindo testes pré-clinicos,
utilizando-se outros modelos experimentais que possam contribuir para a validacao do efeito

anti-helmintico de M. villosa também em humanos.
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