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RESUMO

A ovinocultura é tida no Brasil como uma importante atividade socioeconémica,
principalmente na regido Nordeste. Contudo, uma das principais limitacbes para a
criacdo desses pequenos ruminantes seriam as parasitoses, destacando as causadas por
helmintos gastrointestinais. Essas infeccBes provocam diversos prejuizos a esses
animais, como perda de peso, quadros de anemia, reducdo do potencial de producéo,
podendo ocasionar quedas da taxa de produtividade dos mesmos. Os fitoterapicos
surgem como uma alternativa, tanto para o tratamento desses parasitos como para 0
controle da resisténcia parasitaria causada pelo uso indiscriminado de anti-helminticos
quimicos comumente usados no tratamento de ovinos. Dessa forma o objetivo da
pesquisa foi avaliar in vitro a atividade ovicida das folhas de Mentha spicata L. em
helmintos gastrointestinais de ovinos. Para tal, folhas de M. spicata foram coletadas,
secas a temperatura ambiente e processadas para preparo do extrato salino e analise
fitoquimica. Quanto a atividade anti-helmintica foram realizadas coletas em pool
amostral de 10% do rebanho ovino, no qual realizou-se a contagem de ovos por grama
de fezes para comprovacdo do nivel da infeccdo, seguido pela recuperacdo dos ovos e
pelo Teste de Eclosdo de Ovos (TEO). Para efeito toxicoldgico do extrato foi utilizado
bioensaio com Artemia salina. O extrato inibiu a eclosdo de ovos em 79%, 78%, 40% e
23% para as concentragbes de 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL e 10 mg/mL,
respectivamente. As concentragdes com melhor acdo ovicida foram 80 mg/mL e 40
mg/mL, entretanto a 80 mg/mL foi considerada toxica (CLso= 59.04 mg/mL), indicando
0 extrato de 40 mg/mL como a alternativa mais viavel. Na analise fitoquimica a
presenca de fendis, saponinas, nucleos esteroidais e taninos hidrossollveis foram
identificadas, podendo estar relacionados a atividade ovicida do extrato. Conclui-se que
0 extrato da M. spicata L. apresentou substancias bioativas, com efeito anti-helmintico
em ovos de helmintos gastrointestinais de ovinos.

Palavras-chave: Ovinocultura; Parasitose; Anti-helmintico; Fitoterapia.



ABSTRACT

Sheep farming is seen in Brazil as an important socioeconomic activity, mainly in
the Northeast region. However, one of the main limitations for the creation of these
small ruminants would be parasites, highlighting those caused by gastrointestinal
helminths. These infections cause several losses to these animals, such as weight loss,
anemia, reduced production potential, which can cause a drop in their productivity rate.
Herbal medicines appear as an alternative, both for the treatment of these parasites and
for the control of parasitic resistance caused by the indiscriminate use of chemical
anthelmintics commonly used in the treatment of sheep. Thus, the objective of the
research was to evaluate in vitro the ovicidal activity of the leaves of Mentha spicata L.
in gastrointestinal helminths of sheep. For this, M. spicata leaves were collected, dried
at room temperature and processed to prepare the salt extract and phytochemical
analysis. As for anthelmintic activity, collections were made in a sample pool of 10% of
the sheep herd, in which the egg count was counted per gram of feces to prove the level
of infection, followed by the recovery of the eggs and the Hatching Test. Eggs (TEO).
For the toxicological effect of the extract, a bioassay with Artemia salina was used. The
extract inhibited the hatching of eggs by 79%, 78%, 40% and 23% for concentrations of
80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL and 10 mg/mL, respectively. The concentrations with
the best ovicidal action were 80 mg/mL and 40 mg/mL, however 80 mg/mL was
considered toxic (LCso = 59.04 mg/mL), indicating the extract of 40 mg/mL as the most
viable alternative. In the phytochemical analysis, the presence of phenols, saponins,
steroidal nuclei and water-soluble tannins were identified, which may be related to the
ovicidal activity of the extract. It is concluded that the extract of M. spicata L. presented
bioactive substances, with anthelmintic effect in eggs of gastrointestinal helminths of
sheep.

Key-words: Parasitosis; Sheep farming; Anthelmintic; Phytotherapy
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1. INTRODUCAO

As espécies ovinas foram inseridas no Brasil a partir de 1556, sendo umas das
primeiras a serem domesticadas pelo homem, com a finalidade de producéo de 13, carne
e leite (DECKER; FERNANDES; GOMES, 2016). Em 2017, estimou-se em torno de
13 milhdes de animais no rebanho ovino no Brasil (IBGE, 2017). A carne ovina vem
ganhando espago no agronegocio brasileiro, com um crescimento de 11,2 % entre o
periodo de 2000-2010 com perspectivas para uma expansdao de 32,5% até 2020
(PANZIERA et al, 2018).

Para 0s pequenos ruminantes como 0S ovinos, 0 pasto € a op¢do mais abundante
de alimentagcdo devido ao seu menor custo de producdo. Entretanto, essa fonte de
alimentacdo, devido a falhas de manejo, proporciona uma maior infeccdo desses
animais por helmintos gastrointestinais (VIEIRA et al, 2018). Dentre os principais
parasitos gastrointestinais de ovinos pode-se citar os géneros Haemonchus sp.,
Trichostrongylus sp., Strongyloides sp. e a espécie Oesophagostomum columbianum
(AFONSO et al, 2013).

O parasitismo por helmintos resulta em queda de produtividade, elevacdo da taxa
de mortalidade, e maior custo com farmacos antiparasitarios. Contudo, a utilizacdo
indiscriminada desses medicamentos, favoreceu a resisténcia mudltipla parasitaria
elevando assim a quantidade de uso de farmacos quimicos (SCZESNY-MORAES et al.,
2010; FORTES; MOLENTO, 2013).

A elevacdo do uso dos anti-helminticos quimicos acarreta o aumento da
contaminacdo ambiental através dos descartes inadequados de embalagens plésticas e
excrecdo de medicamentos nas fezes, contendo residuos quimicos, que contaminam o
ambiente (COOKE; MORGAN; DUNGAIT, 2017) Além de que, o uso exagerado bem
como indevido e a falta de respeito dos periodos de caréncia, podem promover a
presenca de uma quantidade de residuos que ultrapassa os limites estabelecidos para
alimentos de origem animal, podendo dessa forma, representar um risco para o
consumidor (CASELANI, 2014; TARTARINE et al, 2018). A ivermectina é um dos
anti-helminticos encontrados com maior frequéncia na forma de residuo. No trabalho
realizado por Moreno et al (2008) foi detectado residuos de ivermectina acima do valor

estabelecido em carnes de ovinos.
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Uma alternativa viavel para o controle das helmintoses, pode ser a utilizacdo de
fitoterapicos com acgdo antiparasitéaria (QI et al, 2015), nas mais distintas formulagdes
como: extratos vegetais, decoctos e 6leos essenciais que podem apresentar efeito anti-
helmintico promissor (RIBEIRO et al, 2017; ANDRE et al, 2018; FERREIRA et al,
2019).

A espécie Mentha spicata L. popularmente denominada horteld é pertencente a
familia Lamiaceae. As plantas desta familia sdo uma rica fonte de polifendis e, portanto,
possui fortes propriedades antioxidantes. A horteld é nativa do norte da Inglaterra sendo
cultivada em areas com clima variando de tropical a temperado, como America, Europa,
China, Africa do Sul e Brasil. Atualmente, a horteld ¢ amplamente cultivada em todas as
regibes do mundo (KEE; SHORI; BABA, 2017). E relatado que M. spicata possui
atividade antioxidante devido a presenca de acidos fendlicos, flavonoides, carvona e
acido ascorbico em suas folhas. As atividades bioldgicas desta também incluem
antinflamatéria, antimicrobiana, antiparasitaria, ansiolitica, broncodilatadora e
analgésica, sendo estas atribuidas a alta concentracdo do composto carvona (BISWAS;
CHATLI; SAHOO, 2012; MENEZES et al, 2012; PAUL et al, 2018).

Diante da problematica, o desenvolvimento de novas formas de controle
fundamentado na utilizacdo de plantas medicinais como alternativa sustentavel e viavel
se faz necessario para o combate a infeccdo por helmintos gastrointestinais, bem como
controlar a resisténcia mdaltipla parasitaria em ovinos, reducdo da contaminagdo
ambiental. Tendo em vista um retorno direto a sociedade, oferecendo seguranca no
produto para o consumidor. Dessa forma, a pesquisa teve por objetivo avaliar atividade
ovicida in vitro de folhas de Mentha spicata L. em helmintos gastrointestinais de

ovinos.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 A OVINOCULTURA NO BRASIL

A ovinocultura tem importancia social e econdmica no Brasil, principalmente no
Nordeste e Sul, e requer medidas de manejo adequadas para desenvolvimento e
consolidacdo como atividade produtiva de mercado. A carne ovina deixou de ser um
produto apreciado apenas no meio rural do dessas duas regides, se difundindo para
consumidores dos centros urbanos e de outras regides brasileiras (LIMA et al. 2010).

No Brasil o niUmero de cabecas no rebanho ovino foi em torno de 13 milhdes no
ano de 2017, onde a regido Nordeste foi a que mais contribuiu para este indice sendo a
Unica regido do pais a ter crescimento de rebanho entre o censo de 2006 e 2017
passando de 7,8 milhdes para 9 milhGes, respectivamente, com taxa de crescimento
aproximadamente de 15,94%. (IBGE, 2017) (Figura 1).

Figura 1- Quantidades de animais de rebanhos caprinos e ovinos por regides no Brasil
segundo o Censo do IBGE do ano 2006 e 2017.

Em'@)a CIM . Centro de Inteligéncia e Mercado de Qaprlnos e Ovinos
e REBANHOS POR REGIAO
SRR NS Fonte: IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Brasil A Norte

1 /ariacao
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7 Caprinos i i ,999
Caprinos 7.107.613 8.252.706  +16,11 _Caprnos 139.748  188.650  +34,99%

o Ovinos  481.462 408.398  -15,18%

Ovinos  14.167.504 13.770.344 -2,80

Nordeste
® #
2006 2017 Variagao
Centro-oeste

\ ® Caprinos  6.470.898 7.660.173 +18,38%
2006 2017 Variagao Ovinos  7.790.624 9.032.191 +15,94%
Caprinos  75.945 108.889  +43,38%
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® v
Sul “ 2006 2017 Variagao
J—® ¢ Caprinos  159.463 142452  -10,67°
2006 2017 Variagéo p . /
£ Ovinos ~ 794.387  429.730  -45,90
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Ovinos  4.182.359 3.304.397 -20,99°

Fonte: Embrapa
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Dentre as principais limitacGes da criacdo ovina estdo as parasitoses, que podem
causar perda de peso, quadros de anemia, diminuicdo do potencial produtivo e
reprodutivo, podendo impactar diretamente na producdo animal, associado ao sistema
de manejo que influencia diretamente nas enfermidades (LIMA et al. 2010).

O tipo de sistema de manejo das pastagens pode influenciar diretamente nessas
enfermidades e ser um fator de impacto na producdo animal. No sistema de pastejo
rotacionado irrigado, a alta lotagdo animal pode ser um problema para a producédo, pois
aumenta a incidéncia das helmintoses gastrintestinais que sdo dificeis de controlar,
principalmente na época da chuva, quando se recomenda, inclusive, a retirada dos
ovinos dos piquetes por causa da alta reinfecgdo parasitaria (VOLTOLINI, 2011).

Outro fator que ndo tem sido avaliado adequadamente é a utilizacdo frequente de
anti-helminticos nos sistemas rotacionados no Brasil, pois sem um manejo correto e sem
conhecer a susceptibilidade dos helmintos as diferentes drogas leva-se rapidamente a
um quadro de resisténcia, o que contribui para a inviabilizacdo do sistema (TORRES-
ACOSTA et al. 2012; RIET-CORREA et al. 2013)

2.2 CICLO BIOLOGICO E PRINCIPAIS PARASITOS DE OVINOS

O termo “helminto” deriva do grego helmins e helminthos que significa vermes,
sendo o grupo de parasitos mais numeroso em animais. Os helmintos podem ser de vida
parasitaria, classificados como endoparasitos (NEVES et al, 2016).

Os nematoides gastrintestinais tém seu ciclo bioldgico constituido de uma fase de
vida livre, ocorrendo no ambiente, e uma fase de vida parasitéaria que se desenvolve no
interior do animal. A primeira fase inicia-se com a eliminacdo de ovos nas fezes. No
ambiente (pastagem), 0s ovos tornam-se embrionados eclodindo a L1 (larva de primeiro
estadio). Esta por sua vez, transforma-se em L2 e evolui para L3, a forma infectante. De
acordo com as condi¢bes ambientais (umidade e temperatura), o periodo desde a
liberacdo do ovo até L3 leva em torno de 5-10 dias. A forma infectante migra das fezes
para a pastagem, onde acaba sendo ingerida pelos animais, iniciando-se a fase
parasitaria. As larvas alcancam o abomaso ou o intestino onde se desenvolvem para o
L4. Em seguida, atingem o estadio adulto no 6rgéo parasitado e, ap0s a reproducéo, as
fémeas iniciam a ovipostura (YOSHIHARA; MINHO; YAMAMURA, 2013) (Figura
2).
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Dentre 0s nematoides gastrointestinais, 0s géneros Haemonchus sp.,
Trichostrongylus sp., Strongyloides sp. e a espécie Oesophagostomum columbianum séo
0s mais prevalentes em pequenos ruminantes (AMARANTE et al, 2014).

Figura 2: Ciclo Bioldgico de nematodeo gastrointestinal em ovinos.

Clclo de vida liplco de um verma redondo

Aplarves ingerides  Mamalokdos adulios
wasnva v 8 8m aduitos g SO,
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Ovo de nemaidide
no aslarco

Fonte: ROBERTO et al, 2018.

2.2.1 Strongyloides sp.

Strongyloides sp. sdo pequenos parasitos intestinais que pertencem a classe
Nematoda com aproximadamente 60 espécies. Parasitam principalmente a regido do
duodeno de mamiferos, incluindo o ser humano e animais domésticos, como caes, gatos,
gado, ovelhas, cabras e cavalos (CARDIA et al., 2016). Somente as fémeas sdo
parasitos € em sua fase adulta produzem ovos pelo processo de partenogénese. Inseridas
na mucosa intestinal do duodeno, estas causam distirbios gastrointestinais aos

hospedeiros como cdlicas e diarreias. A infec¢do ocorre principalmente por penetracdo
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ativa de larvas, no estagio infeccioso, na pele, presentes no meio ambiente ou pela
ingestao de alimentos contaminados com seus ovos ¢ larvas (Figura 3) (TAYLOR et al.,

2010; THAMSBORG et al, 2016).

Figura 3: Estruturas parasitarias; A — Larva Strongyloides sp; B — Ovo de Strongyloides
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Fonte: Atlas de parasitologia

2.2.2 Haemonchus sp.

O nematodeo do género Haemonchus sp. tem como habitat o abomaso de
pequenos ruminantes, apresentando 1-2,5 cm de comprimento. Este parasito pertence ao
Filo Nemathelminthes, Classe = Nematoda, ordem  Strongylida, Familia
Trichostrongylidae, tendo como espécie principal Haemonchus contortus (Figura 4)
(CLIMENI et al, 2008). Haemonchus sp. causa uma patologia parasitaria importante, a
hemoncose, com grande susceptibilidade em caprinos e ovinos. Este parasito ¢
hematofago e os sintomas caracteristicos que seus hospedeiros apresentam sdo anemia e
hipoproteinemia, que podem resultar na morte dos mesmos (ENDO et al, 2014).

A espécie Haemonchus contortus ¢ considerada como o principal parasito
gastrointestinal de ovinos, com alto grau de patogenicidade, acarretando sérios prejuizos
econdmicos na ovinocultura mundial (AFONSO et al., 2013). Além disso, esse helminto
pode parasitar todas as faixas etarias do animal, comprometendo ndo apenas o
desenvolvimento corporal, mas também interferindo na qualidade de seus produtos e

subprodutos (DIAS et al, 2018).



Figura 4: Larva e ovos de Haemonchus contortus identificadas através de um novo
teste baseado em uma aglutinina de amendoim que se liga aos ovos do parasita sendo

visualizada com um microscopio de fluorecéncia.

Fonte: Oregon State University

2.2.3 Trichostrongylus sp.

Género pertence a Classe Nematoda, frequente e patogénico em animais de
pastoreio. As espécies Trichostrongylus axei e Trichostrongylus colubriformis (Figura 5)
se encontram nas regides do abomaso e do intestino delgado, respectivamente, sendo as
causas mais importantes de enterite parasitaria e provocando diarreia prolongada,
fraqueza, podendo levar a queda de producdo e morte, dependendo do nivel de
parasitismo (OLOUNLADE et al, 2017).

Este nematoide se encontra presente em, basicamente, todos os sistemas de
producdo de pequenos ruminantes. Quando comparado com o género Haemonchus sp.,
0s que se encontram na fase de vida livre tendem a ser mais resistentes a dessecacao e

ao frio, dificultando o controle ambiental do mesmo (ROBERTO et a/, 2018).
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Figura 5: Larva na fase infectante de Trichostrongylus colubriformis obtido através de

coprocultura de fezes de caprinos.

Fonte: BARBOSA, 2019

2.2.4 Oesophagostomum columbianum

O parasito Oesophagostomum columbianum (Figura 6) esta incluso na classe
Nematoda, sendo o seu habitat o intestino delgado e grosso de pequenos ruminantes.
Sua presenca ocasiona resposta inflamatoria com formacao de nodulos visiveis a olho
nu, sendo estes contaminados por bactérias, deixando o intestino improprio para
comercializacdo e processamento, como pele de linguica e material cirirgico para
sutura. Outros sinais clinicos observados sdo tulceras na mucosa, diarreias intensas e
esverdeadas, chegando a ser sanguinolentas, bem como apatia e anorexia, prostracao e
até mesmo morte em animais jovens. Essas enfermidades podem levar a um quadro
cronico causando efeitos negativos sobre a producao de carne e 12 (NWOSU et al, 2011;

ENDO et al, 2014; ROBERTO, et al 2018).
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Figura 6: Oesophagostomum columbianum. A- Visualizagcdo da extremidade anterior;

B- Visualizagdo da extremidade posterior.

Fonte: AMARANTE, 2014

2.3 CONTROLE QUIMICO E A RESISTENCIA PARASITARIA

Nematoides gastrointestinais (GINSs) estéo relacionados com o comprometimento
do bem-estar e da sanidade animal gerando perdas econémicas para a producdo, sendo o
seu controle realizado convencionalmente com anti-helminticos sintéticos e
semissintéticos ha varios anos. No Brasil, a comercializacdo desses farmacos gira em
torno de 600 milhdes de ddlares (MELO et al, 2015). Dentre os principios ativos
utilizados, pode-se citar os benzimidazois, avermectinas e imidazotiazéis. (GAUDIN et
al, 2016).

Os benzimidazdis estdo disponiveis no mercado desde 1961, considerados de
amplo espectro, eficazes e seguros, que tem como alvo as larvas e adultos de parasitos
em diferentes mamiferos domésticos (CHASSAING et al., 2008). Seu mecanismo de
acao baseia-se em causar lesdes as células parasitarias impedindo a dimerizacdo com a
a-tubulina afetando os microtibulos e interrompendo a distribuicdo de vesiculas na
célula (LIMA et al., 2010). Além disso, atua inibindo a enzima fumarato redutase, que
por sua vez, altera 0 mecanismo de producéo de energia para o metabolismo do parasito
(MELO et al., 2015). O Albendazol e Fenbendazol s&o exemplos de medicamentos a

base de benzimidazoéis utilizados no tratamento de pequenos ruminantes. Atualmente, o
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Albendazol é aprovado apenas para uso em GINs de ovinos, enguanto que o
Fenbendazol é aprovado apenas para cabras (ZAJAC; GARZA, 2020).

As avermectinas estdo no mercado desde os anos 70 e sdo produzidas através do
processo de fermentacdo realizado pela bactéria Streptomyces avermitilis (CEZAR et
al., 2010). Apresentam acdo sobre parasitos adultos e imaturos gastrintestinais e
pulmonares de ruminantes, equinos, suinos e caninos, sendo a Ivermectina o principal
farmaco utilizado no tratamento de ovinos. Seu mecanismo de agdo consiste em
potencializar a acdo inibidora neuronal no corddo nervoso ventral dos parasitos. Estes
medicamentos atuam como agonista de alta afinidade sobre a subunidade a de canais
ibnicos seletivos ao cloro presentes no parasito. Nos invertebrados, o ligante a estes
canais iénicos € o glutamato, sendo os receptores denominados GIuCl. O canal de cloro
¢ aberto, elevando a conducdo intracelular do neurotransmissor, alterando a membrana
do neurénio, hiperpolarizando-a, resultando na paralisia motora do tipo flacida e
eliminacdo do parasito. Os compostos desta classe podem interagir com canais de Cl-
mediados por outros neurotransmissores, como 0 acido gama-aminobutirico (GABA)
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011; LIFSCHITZ; LANUSSE; ALVAREZ,
2017).

Os imidazotiaz6is penetram no parasito através da cuticula, atuando seletivamente
como agonistas colinérgicos sobre 0s receptores nicotinicos sinapticos e
extrassinapticos das membranas das células musculares dos nematoides. Isto induz a
abertura dos canais ibnicos, elevando a conducdo de sodio e a despolarizacdo da
membrana, gerando a contracdo muscular e paralisia espastica dos parasitos, que por sua
vez, sdo eliminados do pulmao por meio do muco bronquico e do trato intestinal junto
com as fezes, em torno de 24 a 36 h ap06s o tratamento. Os farmacos desse grupo
aprovados para uso em pequenos ruminantes incluem levamisol e morantel. O levamisol
possui acdo sobre estagios adultos e imaturos em desenvolvimento de nematddeos
gastrinstestinais e pulmonares de ruminantes, suinos, equinos e aves, ndo sendo ovicida
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011; SPRENGER et al., 2013; ZAJAC;
GARZA, 2020).

Contudo, o uso inadequado dessas drogas favoreceu a selecdo de populagdes de
helmintos resistentes e multirresistentes em diferentes regides do mundo (KOTZE;
PRICHARD, 2016). Segundo Coles et al (2006) a resisténcia anti-helmintica é
verificada quando um determinado principio ativo, que apresentava redugdo da carga

parasitaria acima de 95 %, tem seu efeito diminuido para niveis inferiores a este valor
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no combate ao mesmo organismo apds determinado periodo de uso. Isto ocorre devido
ao uso continuo e indiscriminado de um determinado principio ativo que acaba por
selecionar, na populagdo alvo, individuos resistentes que conseguem sobreviver ao
tratamento e, ao reproduzirem-se, geram descendentes resistentes. Quando esses
individuos se tornam mais numerosos na populacdo alvo, o medicamento comeca a
perder a eficacia e por consequéncia ndo consegue atingir a mortalidade esperada
(FORTES; MOLENTO, 2013; IDRIS; WINTOLA; AFOLAYAN, 2019)

A dispersdo da resisténcia anti-helmintica e o desenvolvimento de novas
moléculas com acdo antiparasitaria culminaram na busca por alternativas de controle
que sejam sustentaveis e ecologicamente corretas. Como exemplos dessas alternativas
de controle salienta-se 0 manejo de pastagem e nutricdo com suplementacdo de minerais
e vitaminas, controle bioldgico, sele¢do genética de animais resistentes aos nematoides
e a fitoterapia (BESIER et al, 2016; GAINZA et al, 2016).

2.4 METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROLE

2.4.1 Manejo de pastagem e nutri¢do dos animais

Estudos comprovam que em um rebanho de ovinos, menos de 5% da populagédo
parasitaria encontra-se no trato gastrintestinal dos animais, enquanto o mais de 95%
encontra-se ainda nas pastagens. Essa ocorréncia apresenta efeitos negativos,
aumentando os custos de producdo, por exigir maior nimero de vermifugacéo por anti-
helminticos quimicos, gerando por consequéncia a producdo de carcagas com maior
nivel de residuos quimicos (DAVI et al, 2007).

Visando esta problematica, se torna necessaria a ado¢do da unido de praticas de
manejo em um sistema de producgédo de pequenos ruminantes como a aplicacdo de um
sistema de pastejo rotacionado, que consiste na divisdo da area de pastagem em piquetes
que recebem elevada densidade animal por curtos periodos, descontaminacao prévia das
pastagens e pastejo com alternancia de categorias (faixas etarias) e/ou espécies de
hospedeiros, onde ha a competicdo entre jovens e adultos pela ingestdo de larvas
infectantes, diminuindo assim o nivel de infecgcdo para cada e o fato de que os adultos
gue ja se encontram expostos a mais tempo aos parasitos apresentam maior imunidade,
eliminando altos volumes fecais com baixa contagem de Ovos por Gramas (OPG), o
que por consequéncia reduz a concentracdo de larvas na pastagem. Porém, a adocéo

desses metodos pode atrapalhar o desenvolvimento da resposta imunologica,
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principalmente nos grupos mais susceptiveis, devido a falta de contato suficiente com os
agentes infecciosos (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

A nutricdlo dos animais € de grande importancia tendo relagdo de
proporcionalidade entre a qualidade da dieta e a imunidade dos animais aos nematoides
gastrintestinais. Uma alimentacdo de maior qualidade e niveis proteicos acrescentados
na dieta reflete no nivel de infeccdo de nematoides, bem como na apresentacdo de
sintomas por parte do hospedeiro. Animais bem nutridos, ainda que portadores de
helmintos, podem ndo apresentar sinais clinicos e diminuicdo significativa do peso
(DORIGON; GAl, 2016).

Em trabalho realizado por Veloso et al (2004) foi demonstrado que o grupo de
ovinos ndo vermifugados, com uma suplementacdo com alto teor de proteina (APn)
composta por 30 % de farelo de soja, 20 % de farelo de trigo, 46 % de milho e 4 % de
minerais e vitaminas, inseridas em sua dieta, teve como resultado, valores inferiores de
OPG quando comparados aos do grupo com suplementagdo de baixo teor de proteina
(BPn). Durante a estagcdo chuvosa o grupo com APn apresentou valores de OPG
inferiores a 400, consideravelmente baixo.

Contudo, o gerenciamento do equilibrio nutricional da dieta pode ser dificultado,
principalmente pelas condigdes ambientais locais como durante o periodo anual de seca,
onde a qualidade e quantidade disponiveis de forragem apresentam-se limitadas
(VELOSO et al, 2004).

2.4.2 Controle bioldgico

O controle bioldgico incide no uso de antagonistas naturais que irdo atuar sobre o0s
helmintos, com o intuito de manter a infeccdo animal em nivel aceitéavel
economicamente. Comumente, sua acao principal ocorre pela diminui¢do da fonte de
infeccdo, nesse caso a diminuicao de larvas L3 nas pastagens. Alguns controles visam a
diminuicdo do estabelecimento da infeccdo parasitaria no animal hospedeiro (SERRA,
et al 2017).

Os fungos nematdfogos predadores como as espécies Duddingtonia flagrans e o
Monacrosporium thaumasium, destacam-se entre 0s controles biologicos em
desenvolvimento no Brasil. A acdo desses agentes bioldgicos tem como foco principal o
ambiente fecal combatendo as larvas nele presentes (Figura 7). O D. flagrans € a

espéecie mais pesquisada e com potencial para utilizacdo em controle alternativo de
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nematoides gastrintestinais de ovinos (SILVA et al, 2013). Segundo Silva et al. (2009)
a espécie D. flagrans foi utilizada e avaliada em forma peletizada em matriz de alginato
de sodio sendo administrado em ovinos na dosagem de 2 g/10 kg de peso vivo, duas
vezes por semana, durante cinco meses, obtendo reducdo de 71,6% no nimero de OPG
dos animais tratados.

Contudo, se torna necessaria a garantia da auséncia de efeitos nocivos para
permitir a comercializacdo destes fungos, sendo estes isentos de impactos ambientais,
por exemplo, aos nematddeos de solo e invertebrados ndo patogénicos. Mesmo que o
emprego dos fungos nemat6fagos seja viavel em sistemas comerciais dirigidos por
fazendeiros, a forma de administracdo, sendo em curtos intervalos por via oral,
atrapalha 0 manejo em sistemas de producdo que ndo prevejam suplementacdo
alimentar diaria dos animais (CEZAR; CATTO; BIANCHIN, 2008).

Figura 7: a-d) Larvas infectadas capturadas por fungos nemat6fagos das espécies
Duddingtonia flagrans (AC001 e CG722) e Monacrosporium thaumasium (NF34) (seta

branca) em placas de Petri contendo 2% de &gar-agua e formacdo de armadilhas pelos

isolados fungicos (seta preta).
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Fonte: SILVA et al, 2013.

2.4.3 Selecdo genética de animais resistentes aos nematoides

A selecdo genética tende a ser uma pratica promissora para 0 controle de
nematoides gastrintestinais de ovinos. Esta tem como finalidade a escolha de animais
que possuem caracteristicas fenotipicas desejadas, visando modificar a genética de
populacbes posteriores, passando a diante essas caracteristicas (ASSENZA, 2014). A
efetivacdo da escolha para selecdo, bem como cruzamentos bem-sucedidos desses
animais realmente pode ser uma alternativa eficaz para se adquirir uma resisténcia aos
nematoides (MPETILE; DZAMA; CLOETE, 2017).

O desenvolvimento da resisténcia contra os nematodeos tem sido associado com a
resposta mediada por linfécitos Th2, o aumento do numero de mastécitos na mucosa, o
eosinofilo, a presenca de substancia inibidoras no muco e o aumento de sua producéo e
a producdo de anticorpos especificos. Essa resisténcia limita o estabelecimento de larvas
infectantes, o desenvolvimento e a fecundidade dos nematédeos ou, até mesmo, a
eliminacdo dos parasitos ja instalados no aparelho digestivo (ALLEN; MAIZELS,
2011).

A selecgdo para resisténcia demanda, sobretudo, da relagdo da contagem de Ovos
por Grama (OPG) como uma medida indireta para seu sucesso. Contudo, tal
metodologia apresenta uma desvantagem associada a irregularidade da passagem de
ovos pelo trato digestdrio, ocasionando, diversas vezes, as amostras de fezes
apresentarem-se negativas para ovos, quando na verdade o animal estd altamente
parasitado. Por isso, na tentativa de evitar este inconveniente, devem ser realizadas mais
de uma amostragem e mais de uma analise de OPG por animal para cada coleta, sendo
estas dependentes de condi¢des ambientais (AMARILHO-SILVEIRA, et al 2015).

2.4.4 Plantas medicinais com acéo antiparasitaria (Fitoterapia)

O tratamento de doencas a partir da utilizacdo de plantas medicinais ocorre desde
a antiguidade. No Brasil, os africanos associavam as plantas medicinais como ceriménia
religiosa, ja os indios utilizavam-nas em seus rituais para a obtencdo da cura e, por meio
dos colonizadores europeus e pelos imigrantes chineses e japoneses, houve a
disseminacéo desse costume (PIRES et al, 2014; ANDRADE et al, 2018).

Estudos etnobotéanicos tém sido realizados em varias regiées no Brasil, uma vez

que seu territorio possui uma das floras mais ricas e diversas do planeta. Nesse contexto,
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0 bioma Caatinga destaca-se tanto por ser constituido de um rico ecossistema com uma
vasta variedade de espécies nativas, como também por possuir caracteristicas que
possibilitam a introducdo de diversas outras espécies de plantas (GOMES; BANDEIRA,
2012; CORDEIRO; FELIX, 2013), no caso da Hortela (Mentha spicata L.).

Dentre as aplicacbes das plantas medicinais, as que possuem atividade
antiparasitaria apresentam-se bastante frequente na populagdo como método de combate
e tratamento ao parasitismo. Isso ocorre, pela utilizacdo dessas plantas por parte da
comunidade de baixa renda, visto que é mais acessivel financeiramente em relacdo aos
antiparasitarios comerciais, além apresenta melhor eficdcia contra o0s parasitos
resistentes e produzir menores efeitos colaterais (SANTOS-LIMA et al, 2016).

Diversas espécies de plantas sdo conhecidas popularmente pelo seu uso em
tratamentos relacionados a parasitos, como a horteld (Mentha spicata L.), hortela-
pimenta (Mentha piperita L.), babosa (Aloe vera L.), mastruz (Chenopodium
ambrosioides L.), alecrim (Lippia thymoides Mart. & Schauer), capim santo
(Cymbopogon citratus) e mamona (Ricinus communis L.). Essas plantas séo comumente
citadas em estados do nordeste como Rio Grande do Norte, Bahia, Paraiba, Piaui e
Maranhdo (VIEIRA; SOUSA; LEMOS, 2015; COELHO et al 2016; COSTA;
MARINHO, 2016; SANTOS-LIMA et al 2016).

As substancias bioativas dessas plantas sdo provenientes do que conhecemos
como metabolismo secundario. Esses metabdlitos sdo conhecidos por desempenharem
uma acdo importante na adaptacdo das plantas aos seus determinados ambientes e
também representam uma fonte potencial de substancias farmacologicamente ativas.
Podem-se citar como as principais classes de metabdlitos secundarios presentes em
espécies vegetais 0s compostos fendlicos ou fenois, compostos nitrogenados e terpenos
ou terpenoides. Dentre os varios metabdlicos secundarios presentes em plantas,
inimeros resultados de pesquisas sugerem que 0s taninos sao compostos com potencial
acao anti-helmintica (FUMAGALI et al, 2008; CUNHA et al., 2016; SANTOS-LIMA
et al 2016).

2.4.4.1 Hortela (Mentha spicata L.)

Mentha spicata L. € comumente conhecida como horteld ou hortela-verde, sendo
uma planta aromatica pertencente ao género Mentha sp. e a familia Lamiaceae,
consumida popularmente sob a forma de cha e adicionada a varias preparacdes como

intensificador de sabor (Figura 8). A M. spicata € uma das especies de horteld mais
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cultivadas no Brasil por ser bem adaptada ao clima subtropical, além de contribuir
muito para a economia devido ao seu uso extensivo em alimentos, perfumaria,
confeitaria, goma de mascar, pasta de dente, industria farmacéutica e na producdo de
0leo essencial (OE). (FEITOSA et al, 2014; CHRYSARGYRIS et al, 2017).

Na medicina popular ou terapia médica alternativa a planta é incluida em
tratamentos para distdrbios biliares, constipacdo, colicas intestinais e espasmos do ducto
biliar, da vesicula biliar e do trato gastrointestinal (Gl). Dentre suas atividades
bioldgicas pode-se citar atividade antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria,
ansiolitica, broncodilatadora e analgésica (BISWAS; CHATLI; SAHOO, 2012;
MENEZES et al, 2012; CHRYSARGYRIS et al, 2017; PAULI et al, 2018).

As acles bioativas da M. spicata podem estd relacionada com a presenca de
metabolicos secundarios produzidos pela mesma. A composicdo fitoquimica do 6leo
essencial (OE) da horteld é principalmente constituida por monoterpenos (a classe C10
de isoprenoides) sendo produzidos e armazenados nos tricomas glandulares da folha. Os
principais componentes do OE de horteld s&o carvona, limoneno, 1,8-cineol (eucaliptol).
ANDRE et al, 2018; NIKSIC et al, 2018).

Figura 8: Imagem ilustrativa da espécie Mentha spicata L. (horteld).

Fonte: Google images

Observando o potencial bioativo da Horteld e levando em consideracdo sua
origem natural, a mesma torna-se alvo de pesquisas visando testar in vitro sua acao anti-
helmintica em nematoides de ovinos. O sucesso de sua atividade bioldgica contra esses
agentes infecciosos proporciona redugdo no uso de medicamentos quimicos e por
consequéncia gera controle da resisténcia parasitaria bem como diminuicdo de impactos

ambientais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade ovicida do extrato salino bruto das folhas da Mentha

spicata L. em helmintos gastrointestinais de ovinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar in vitro a atividade ovicida do extrato salino bruto das folhas da espécie
Mentha spicata L.;

e Avaliar a composicao fitoquimica do extrato salino bruto das folhas da espécie
Mentha spicata L.;

e Avaliar a toxicidade do extrato salino bruto das folhas da espécie Mentha
spicata L. em bioensaio com Artemia salina;
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CAPITULO 1

ATIVIDADE ANTIPARASITARIA in vitro DE HORTELA EM OVOS DE
HELMINTOS GASTROINTESTINAIS DE OVINOS.
(Submetido a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira— B1 em Ciéncias

Ambientais)
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Atividade antiparasitaria in vitro de Horteld em ovos de helmintos
gastrointestinais de ovinos.
In vitro antiparasitic activity of Mint in the eggs of gastrointestinal

helminth parasites of sheep.
Cristina Karine de Oliveira Reboucas®”; José Carlos da Silveira Pereira®; Renata
Cristinne da Silva Felix*; Tallyson Nogueira Barbosa®; Lidia Mayara da Costa Cruz’;
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Federal Rural do Semi-arido (mestrado).

RESUMO:

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade anti-helmintica do extrato salino
bruto das folhas de Mentha spicata L. em ovos de helmintos gastrintestinais de ovinos.
As folhas foram coletadas para preparacdo do extrato e analise fitoquimica. Para testes
in vitro, amostras fecais foram coletadas de um pool de 10% de um rebanho ovino
naturalmente infectado. Os ovos por grama de fezes foram contados para determinar o
nivel de infeccdo, os ovos foram recuperados e o teste de eclosdo foi realizado. Para
determinar o efeito toxicoldgico do extrato, foi realizado um bioensaio com Artemia
salina. O extrato inibiu a eclosdo dos ovos em 79%, 78%, 40% e 23% nas
concentracdes de 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente. As
concentragdes com a melhor atividade ovicida foram de 80 mg/mL e 40 mg/mL, embora
80 mg/mL ser considerada toxica com uma concentracdo letal mediana de 59,04
mg/mL, indicando que 40 mg/mL é a concentragdo mais vidvel. A analise fitoquimica
mostrou que M. spicata. contém fendis, saponinas, esterdides e taninos hidrolisaveis, o
que poderia explicar sua atividade ovicida. O uso de M. spicata. mostra potencial para o
controle de helmintos em ovinos.

Palavras-chave: Mentha spicata L.; Ovinocultura; Parasitose; Anti-helmintico;
Fitoterapia.
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ABSTRACT:

The objective of this study was to evaluate in vitro the anthelmintic activity of the crude
saline extract of the leaves of Mentha spicata L. in eggs of gastrointestinal helminth
parasites of sheep. Leaves were collected for extract preparation and phytochemical
analysis. For in vitro tests, fecal samples were collected from a sample pool of 10% of a
naturally infected sheep herd. The eggs per gram of feces were counted to determine the
level of infection, eggs were recovered, and the egg hatch test was carried out. To
determine the toxicological effect of the extract, a bioassay with Artemia salina was
conducted. The extract inhibited the hatching of eggs by 79%, 78%, 40%, and 23% at
concentrations of 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, and 10 mg/mL, respectively. The
concentrations with the best ovicidal activity were 80 mg/mL and 40 mg/mL, although
80 mg/mL was considered toxic, with a median lethal concentration of 59.04 mg/mL,
indicating that 40 mg/mL is the most viable concentration. The phytochemical analysis
showed that M. spicata contains phenols, saponins, steroids, and hydrolyzable tannins,
which could explain its ovicidal activity. The use of M. spicata shows potential for the
control of helminths in sheep..

Key-words: Mentha spicata L.; Sheep farming; Parasitosis; Anthelmintic;
Phytotherapy.

INTRODUCAO

A ovinocultura tem importancia social e econdmica no Brasil, principalmente nas
regides Nordeste e Sul. Segundo IBGE (2017) o nimero de cabecas no rebanho ovino
apresenta de aproximadamente 13 milhdes, com a regido Nordeste em destaque pelo
maior crescimento, de 7,8 milhdes (2006) para pouco mais de 9 milhdes (2017) com
taxa de crescimento de 15,94% (IBGE, 2017).

Contudo, o desenvolvimento desses animais pode ser limitado pela presenca de
parasitos gastrointestinais, que podem ocasionar perda de peso, quadros de anemia,
diminuicdo do potencial produtivo e reprodutivo, com impacto na producdo animal (VIEIRA et
al, 2018). Dentre os principais parasitos gastrointestinais de ovinos pode-se citar os géneros
Haemonchus sp., Trichostrongylus sp., Strongyloides sp. e a espécie Oesophagostomum
columbianum (AFONSO et al, 2013).

Os tratamentos desses parasitos utilizando anti-helminticos quimicos tém
apresentado reducdo em suas taxas de eficiéncia ao longo dos anos, devido ao seu uso
indiscriminado, o que acelera o processo de selecdo e resisténcia dos parasitos a estes
quimioterapicos tradicionais (SNYMAN; FISHER, 2019). O controle de helmintos
realizado por farmacos quimicos possui outras desvantagens, como a possibilidade de

ocorréncia de residuos guimicos no ambiente, tendo em vista que os anti-helminticos,
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normalmente, ndo sdo metabolizados completamente no animal hospedeiro e os
residuos da droga acabam sendo excretados no esterco (COOKE; MORGAN;
DUNGAIT, 2017).

Outro fator a ser considerado é a presenca de residuos quimicos nos subprodutos
derivados desses animais como leite, carne e outros. Isto ocorre devido a falta de
orientagdo na administracdo de super ou subdoses desses medicamentos, ndo havendo
respeito ao periodo residual antes do abate, podendo causar problemas de salde aos
consumidores (GIANNETTI et al., 2011; CASELANI, 2014).

Por sua vez, a fitoterapia surge como uma alternativa no controle dos helmintos
gastrointestinais de pequenos ruminantes, visando combater os problemas ocasionados
pelo uso dos farmacos quimicos. Contudo, pesquisas cientificas relacionadas a
fitoterapicos antiparasitarios sdo escassas, € necessitam que suas atividades sejam
cientificamente comprovadas (ANDRADE et al, 2018, FONSECA et al, 2019). Para
tanto, existe os testes in vitro que permitem comprovacdo das propriedades
antiparasitarias do material vegetal, constituindo uma etapa antecedente a caracterizacao
de compostos ativos presentes, com possibilidade de alternativas para o controle das
helmintoses (COSTA et al, 2002; NERY; DUARTE; MARTINS, 2009), validando
cientificamente o uso dos fitoterapicos (ROSSATO et al, 2012).

Existe uma diversidade de plantas medicinais conhecidas popularmente por
possuirem atividade anti-helmintica. Entretanto, a eficacia deve ser avaliada, analisando
suas disponibilidades regionais e seus provaveis efeitos tdxicos para 0s animais
(SANTOS-LIMA et al, 2016).

A horteld (Mentha spicata L.), pertencente a familia Lamiaceae e ao género
Mentha € uma planta aromatica e esta entre as ervas mais conhecidas para uso na forma
de chas, com o proposito de tratar enfermidades como distarbios gastrointestinais e
respiratdrios e dores de cabeca (JAIN et al, 2011). Esta espécie € utilizada principalmente
para a obtencdo de 6leo essencial, sendo amplamente empregada como flavorizante,
tempero em alimentos, aditivos de produtos de higiene bucal e em formulagOes
farmacéuticas (SANTOS; BRENZAN; SERRA, 2013; NIKSIC et al, 2018). Como
propriedades cientificas da M. spicata, pode-se citar: atividade antioxidante, antimicrobiana,
antiparasitaria, ansiolitica, broncodilatadora e analgésica (BISWAS; CHATLI; SAHOO, 2012;
MENEZES et al, 2012; CHRYSARGYRIS et al, 2017; PAULI et al, 2018). No entanto,

existem poucos dados sobre os efeitos que M. spicata tem sobre os parasitas gastrointestinais

em pequenos ruminantes.
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Considerando os fatos, se torna necessario a pesquisa de novos métodos de
controle baseando-se na utilizacdo de plantas medicinais como alternativa sustentavel e
viavel para controlar a resisténcia maltipla parasitaria em pequenos ruminantes, reducao
da contaminacdo ambiental, com intuito de proporcionar um retorno direto a sociedade,
oferecendo um produto de consumo mais seguro. Dessa forma, a pesquisa teve por objetivo
avaliar atividade antiparasitaria in vitro de folhas de Horteld. em ovos de helmintos
gastrointestinais de ovinos.

MATERIAIS E METODOS

Procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada a Doencas Infeccto-Parasitarias da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, na cidade de Mossor6, Brasil. O estudo foi aprovado pela Comiss&o de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(numero  23091.009318 / 2016-40). Com o0s experimentos realizados pelos
procedimentos recomendados da Comisséo de Etica no Uso de Animais. (CEUA).

Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Mossoro estado do Rio Grande do Norte,
regido Nordeste do Brasil, localizado a 05°11°16,8” de latitude sul e 37°20°38,4” de
longitude oeste abrangendo uma area de 2.100 km2 (Figura 1). O clima da regido é tido
como semiarido, com duas fases climéticas: uma seca entre junho e janeiro, e uma
chuvosa, de fevereiro a maio. A umidade relativa do ar é em torno de 70% e a
temperatura média anual de 27,4°C (ARAUJO et al., 2012; SILVA et al, 2018).
(UFERSA).

Obtencao do material vegetal

A Hortel& (Mentha spicata L.) foi adquirida comercialmente em estabelecimentos
comerciais do municipio de Mossord, estado do Rio Grande do Norte, seguida de
transporte para laboratorio, onde foram submetidas a metodologia de preparacdo de
extrato. A identificacdo taxondmica da espécie foi realizada pelo Herbario Dardano de
Andrade-Lima, do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido - UFERSA, onde obteve-se uma exsicata nimero 15.001 MOSS.
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Obtencao do extrato salino bruto

As folhas da planta foram lavadas e submetidas a secagem, por meio de estufa a
uma temperatura ambiente (35°C) e posteriormente trituradas para obtencdo do p6. Em
seguida o material obtido foi submetido a extracdo a 10% (p/v) em solucdo de NaCl
0,15M, por meio de agitacdo a 16 horas, filtrado e centrifugado a 8.000 rpm, por 20
minutos a 4°C para obtencdo do extrato salino bruto. Ao final foram preparadas a partir
do extrato bruto, diluiches seriadas para obtengdo das concentragdes de 10% (80
mg/mL), 5% (40 mg/mL), 2,5% (20 mg/mL) e 1,25% (10 mg/mL) (NELSON; COX,
2014).

Teste de eclosdo de ovos (TEO)

As coletas das amostras fecais foram realizadas em rebanhos sem utilizagdo de
antiparasitario totalizando mensalmente cinco coletas. Inicialmente realizou-se a
contagem de ovos por grama de fezes para verificar a infec¢do parasitaria (GORDON;
WHITLOCK, 1939). As culturas fecais foram incubadas por sete dias para isolar os
nematoides e identificad-los ao nivel de género (UENO & GONGALVES, 1998). Os
géneros identificados foram Haemonchus, Trichostrongylus e Strongyloides. Apds a
verificacdo da infeccdo parasitaria foi realizada a recuperacdo de ovos de acordo com a
metodologia de Hubert e Kerboeuf (1992), onde as fezes passaram por uma sequéncia
de peneiras contendo aberturas de 0,15, 0,10, 0,036 e 0,02 milimetro para retencdo dos
ovos. O liquido obtido ao final deste processo foi distribuido em tubos de falcon,
centrifugado (4.000 rpm por 5 minutos), com o0 sobrenadante desprezado, e ao
precipitado adicionado solucdo hipersaturada salina, seguido de centrifugacdo nas
mesmas condicGes e peneira de 0,02 mm.

Os ovos recuperados foram utilizados para avaliacdo da atividade antiparasitaria
do extrato salino bruto da M. spicata L. pelo Teste de Eclosdo de Ovos (TEO) segundo a
metodologia de Coles e colaboradores (2006). Foram utilizadas placas de 24 pocos
contendo em meédia 100 ovos/pogo inoculadas com o controle negativo (solugdo salina
0,15M), controle positivo (Thiabendazol 3,2 pg/mL) e as seguintes concentragdes do
extrato de M. spicata: T1 (80 mg/mL), T2 (40 mg/mL) T3 (20 mg/mL) e o T4 (10
mg/mL). Todos os ensaios in vitro foram realizados independentemente em cinco
repeticdes. As placas foram incubadas em B.O.D (Incubadora de Demanda Bioldgica de

Oxigénio) a 25°C por 48 horas.
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Analise fitoquimica

A andlise da composicdo fitoquimica do pé de folhas da M. spicata L., foi
executada segundo a metodologia de Matos (2008), em que o0s constituintes foram
identificados por classes metabolicas. A identificacdo das classes presentes nas folhas
foi realizada pela observacdo das reacOes de precipitacdo, colorimétricas e de
fluorescéncia, indicando a presenca ou auséncia dos mesmos. Para tanto, foram
realizadas as reacdes para identificacdo de cumarinas (Teste de Fluorescéncia), fendis
(Reacdo de Cloreto Férrico), flavonoides (Reacdo de Cianidina ou Shinoda),
antraquinonas (Bortrager) nucleos esteroidais (Teste de Liebermann-Burchard), ndcleos
triterpénicos (Teste de Salkowski), saponinas (Teste de espuma — agitagdo vigorosa),
taninos condensados e taninos hidrolisaveis (Teste de Stiasny), taninos livres (Teste de

precipitacdo por gelatina).

Teste de toxicidade aguda in vitro

A avaliacgdo da toxicidade do extrato salino bruto das folhas da M. spicata L. foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Rodriguez et al (2012). A eclosdo
dos ovos de Artemia salina ocorreu em uma solucéo de cultivo contendo 18g de NaCl e
59 NaHCOs3, sob iluminacéo e aeragdo constante, incubadas por 48 horas. Dez nauplios
eclodidos foram separados e transferidos para placas de 24 pogos contendo 100ul de
solugdo de cultivo de A. salina e 400ul das concentragdes do extrato salino bruto das
folhas de M. spicata (80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, and 10 mg/mL) por po¢o em
quintuplicada. Em seguida, as placas foram incubadas em caixa isotérmica a
temperatura ambiente por 24h, sob iluminacdo e posteriormente realizada a contagem

dos nauplios para verificar 0s mortos e 0s vivos.

Analise de dados
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Todos os dados da
pesquisa foram tabulados em planilha Excel. Para cada grupo experimental, a inibicdo

proporcional da eclosdo dos ovos foi determinada pela seguinte formula:

number of first stage larvae /(number of eggs + number of first stage larvae) x 100
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O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a normalidade, e a analise de
variancia seguida do teste de Tukey foi usada para identificar diferencas significativas
entre os grupos experimentais. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi
de 5%. A concentracéo letal mediana (CLsp) no ensaio toxicologico de A. salina foi
calculada por regressdo ndo linear. As analises estatisticas foram realizadas com
GraphPad Prism, versdo 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA,

www.graphpad.com).

RESULTADQOS

Inibicdo da Ecloséo de Ovos

Os resultados do Teste de Eclosdo de Ovos utilizando fracdes do extrato (80
mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, and 10 mg/mL) de M. spicata. s&o demonstrados no
grafico 1. O anti-helmintico quimico Thiabendazol, usado como controle positivo,
inibiu a eclosdo em 83%, em comparacdo com 21% para o controle negativo. Para o
extrato de M. spicata, as taxas de inibicdo foram mais altas nas concentracfes de 80
mg/mL (79%) e 40 mg/mL (78%), que por sua vez, ndo foram estatisticamente
diferentes daquelas observadas para o controle positivo. Porém, os resultados obtidos
para as concentracdes de 20 mg/mL e 10 mg/mL ndo apresentaram diferenca estatistica

em comparagdo com os obtidos para o controle negativo.
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Fonte: Autor da pesquisa
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Gréfico 1- Proporgdo de inibicdo da eclosdo de ovos de helmintos gastrintestinais de ovinos apés
tratamento com extrato salino bruto das folhas de Mentha spicata L. nas concentragdes de 80 mg/mL
(T1), 40 mg/mL (T2), 20 mg/mL (T3) e 10 mg/mL (T4), bem como com um controle negativo (C.Neg:

solucéo salina 0,15 M) e um controle positivo (C.Pos: 3,2 ug/mL de tiabendazol).

Analise Fitoquimica
Com relacdo a analise da composicdo fitoquimica do extrato salino bruto das
folhas de M. spicata L. verificou-se a presenca de fendis, saponinas, nucleos esteroidais

e taninos hidrossolUveis.

Toxicidade aguda in vitro

Os resultados do ensaio de toxicidade com A. salina foram demonstrados no
Gréafico 2. O extrato salino bruto das folhas de M. spicata L. apresentou um CL50 de
59,04 mg/mL (R2 = 0.6096).
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Fonte: Autor da pesquisa
Grafico 2- Representacdo do efeito toxicoldgico das concentragdes testadas do extrato salino bruto das

folhas de M. spicata sobre A. salina.

DISCUSSAO
Com relagdo ao teste de ecloséo de ovos, o controle realizado pelo thiabendazol

(3,2 pg /mL) apresentou 83% de inibigdo nos ovos de helmintos de ovinos, 0 que mostra
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um quadro de resisténcia quimica parasitaria. Segundo estudo realizado por Coles et al
(2006), sugere-se que uma dose de 0,1 pg/ml de thiabendazol impedird a eclosdo de
99% de ovos das espécies susceptiveis de H. contortus, T. circumcincta e
Trichostrongylus colubriformis. Com isso, a pesquisa em questdo mostra a reducdo na
eficacia do anti-helmintico quimico ap6s mais de dez anos, mesmo com 0 aumento da
dose administrada.

Os helmintos tém muitas caracteristicas bioldgicas e genéticas que favorecem o
desenvolvimento de resisténcia a farmacos, como ciclos de vida curtos, altas taxas de
reproducdo e tamanhos populacionais extremamente grandes, que combinados
permitem aos vermes parasitas um nivel excepcionalmente alto de diversidade genética
(IDRIS; WINTOLA; AFOLAYAN, 2019; KAPLAN, 2020).

Quanto ao extrato salino bruto das folhas de Mentha spicata L. as concentragdes
de 80 mg/mL e 40 mg/mL apresentaram porcentagens de inibicdo préximas a do
Thiabendazol, podendo ser considerado uma alternativa para o controle de helmintos
gastrointestinais e seu uso pode retardar o desenvolvimento de resisténcia parasitaria ao
reduzir o uso de anti-helminticos.

Estudo etnobotanico realizado por Andrade et al (2018) mostra que tanto folhas
como flores do género Mentha sp. foram utilizadas no tratamento de verminoses. Ja
Pauli et al (2018) mostra que Mentha spicata L. é utilizada comumente pela populagédo
no tratamento de parasitoses, bem como outras enfermidades. Almeida et al (2007)
verificaram que o extrato aquoso de folhas de M. piperita L. (1159 mg/mL™)
apresentou reducdo superior a 95% do numero de larvas infectantes (in vitro) de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus sp. em caprinos (FENALTI et al, 2016).
Contudo, é escasso os trabalhos que relatem cientificamente a acdo anti-helmintica da
Mentha spicata L., principalmente em parasitos de ovinos.

A acdo ovicida comprovada na pesquisa pode esta relacionada a apresentacdo de
metabolitos secundarios: fendis, saponinas, nucleos esteroidais e taninos hidrossoluveis.
Plantas com propriedades anti-helminticas que possuem metabolitos secundarios, como
compostos fendlicos (taninos, flavonoides e saponina) sdo promissoras no combate dos
nematoides gastrointestinais, além de atuar como suplemento alimentar com potencial
valor nutritivo (SILVA et al, 2016).

Taninos séo considerados uma extensa fonte natural de compostos fenolicos sendo
classificados de forma geral em taninos condensados e taninos hidrossoluveis
(LAURICHESSE: AVEROUS, 2014). O mecanismo de acdo pode estar relacionado &
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sua afinidade em se ligar as proteinas do parasito, causando alteracdes nas cuticulas,
bem como degeneragdo da musculatura e das células intestinais. Tais injurias podem
reduzir a motilidade do nematoide, devido as alteracbes metabdlicas decorrentes da
ruptura estrutural da cuticula. A liberacdo de ovos pelas fémeas também pode ser
prejudicada pela destruicdo do seu apéndice reprodutivo (BORGES; BORGES, 2016).
Segundo Alonso-Diaz et al (2012), o efeito anti-helmintico dos taninos foi confirmado
através do extrato de Onobrychis viciifolia, onde verificou inibicdo de 76,93% da
ecloséo dos ovos de parasitos gastrintestinais.

As saponinas atuam na integridade da membrana dos helmintos, modificando sua
permeabilidade e promovendo a entrada de moléculas por diferenca de osmolaridade,
ocasionando o processo de formacdo de vacuolos citoplasmaticos, gerando uma
desintegracdo do tegumento (POOLPERM; JIRAUNGKOORSKUL, 2017) e
consequentemente impedindo o desenvolvimento parasitario (GOMES et al., 2016).

O efeito toxicoldgico das concentracfes do extrato foi determinado por meio da
Concentracdo Letal Média (CLsg), com valor calculado de (9,04 mg/mL, demonstrando
qgue a concentracdo de 10% (80 mg/mL) do extrato salino bruto das folhas de M.
spicata, apresentou-se toxica para metade da populacdo exposta, engquanto que a
concentracdo de 5% (40 mg/mL) apresentou resultado abaixo do valor da ClLs
calculada, sendo a concentragéo ideal para uso.

Assim, este estudo revelou que M. spicata é uma espécie-alvo para o
desenvolvimento de uma nova formulacdo que possui caracteristicas benéficas, sendo
um produto a base de plantas contra nematoides gastrointestinais em ovinos. O extrato
apresentou uma concentracdo eficiente e ndo toxica. Contudo, mesmo que modelos de
ensaios agudos de toxicidade in vitro sejam aceitos e bem vistos, avaliacbes cronicas de
toxicidade tanto in vitro como in vivo se fazem necessarias para determinar a confianca

dos resultados.

CONCLUSAO

O extrato salino das folhas de M. spicata parece inibir a eclosdo de ovos de
helmintos gastrointestinais em ovinos. Isso torna a planta uma possivel fonte de
tratamento alternativo para o controle de helmintos gastrointestinais. Seu uso pode
reduzir a resisténcia do parasito aos medicamentos, bem como evitar 0s impactos

ambientais do uso de anti-helminticos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS
O extrato salino bruto de M. spicata apresentou em sua formulagdo compostos
tais como fenois, saponinas, nucleos esteroidais e taninos hidrossolveis, sendo
considerados bioativos. O extrato apresentou potencial atividade ovicida nas
concentracdes de 80 mg/ml e 40 mg/ml para helmintos gastrintestinais de ovinos. O
teste toxicologico realizado em Artemia salina apontou que a concentracdo de 40
mg/ml n&o apresentou toxicidade, podendo vir a compor o quadro de tratamentos

contra esse tipo de parasitismo.
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