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RESUMO

Atualmente, o estudo da atividade anti-helmíntica
de plantas medicinais em ruminantes tem atraído bastante
interesse. Mentha villosa Huds. (Lamiaceae) é uma das espécies
de hortelã que tem sido utilizada popularmente devido às
diversas propriedades medicinais, inclusive para o controle de
verminoses. O presente estudo teve como objetivo testar a
atividade anti-helmíntica do hidrolato dessa planta em bezerras
infectadas por nematóides gastrintestinais, tanto in vitro, pelo
método de coprocultura quantitativa, quanto in vivo, por meio
do teste de redução no número de ovos de nematóides nas
fezes dos hospedeiros. No teste in vitro, o hidrolato nas
concentrações de 40%, 60% e 80% e 100% apresentou
porcentagem de eficácia de 91,88%, 94,15%, 98,40% e 100%,
respectivamente, mostrando atividade ovicida significativa
sobre nematóides gastrintestinais em bezerras. Entretanto, os
resultados do teste in vivo mostraram ausência de atividade
anti-helmíntica do hidrolato de M. villosa na dose de 0,1ml kg
dia-1, nos animais tratados.

Palavras-chave: plantas medicinais, fitoterapia, helmintos,
hortelã, Mentha villosa.

ABSTRACT

Currently, it has been of great interest to study the
anthelmintic activity of medicinal plants in ruminants. Mentha
villosa Huds. (Lamiaceae) is one of the mint species that has
been popularly used based on various medicinal properties,
even for the control of nematode infections. This study aimed
to test the anthelmintic activity of hidrolact of this plant, both
in vitro, by the quantitative coproculture method, and in vivo,
in calves infected with gastrointestinal nematodes, through the

egg count reduction test in feces of the hosts. 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 gastrointestinal nematodes in calves. However,
the hidrolact of  M. villosa  showed  no in vivo anthelmintic
activity at 0.1ml kg-1 day-1 on the treated animals.

Key words: medicinal plants, phytotherapy, helminths, mint,
Mentha villosa.

INTRODUÇÃO

O controle das helmintoses vem sendo
realizado por meio do uso de anti-helmínticos sintéticos.
Entretanto, esse procedimento apresenta alguns
problemas, como altos custos, perigo de contaminação
ambiental e preocupação do consumidor com relação
aos resíduos das drogas nos produtos de origem
animal, tais como carne e leite (CHAGAS, 2004;
CAMURÇA-VASCONCELOS, 2006). Além disso,
segundo SOUZA et al. (2008), o uso intensivo de anti-
helmínticos, subdoses, diagnósticos incorretos e a falta
de rotatividade de bases farmacológicas têm provocado
um sério problema sanitário, que é a resistência de
nematóides aos fármacos.

Por representar uma alternativa sustentável
à quimioterapia convencional, o uso de plantas
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medicinais e o interesse em suas propriedades
antiparasitárias têm aumentado, conforme demonstrado
em várias revisões na área de medicina veterinária
(CHAGAS, 2004; FURTADO, 2006; GITHIORI et al.,
2006; ATHANASIADOU et al., 2007). Segundo
ANTHONY et al. (2005), os óleos essenciais de plantas
(e/ou os princípios ativos) podem ser utilizados como
alternativas ou aliados às terapias antiparasitárias
convencionais.

Alguns estudos etnofarmacológicos têm
relatado que plantas do gênero Mentha L. (Lamiaceae)
têm atividade antiparasitária, incluindo Mentha villosa
Huds., popularmente conhecida como hortelã-comum,
hortelã-de-tempero, hortelã-rasteira ou mentrasto
(RADÜNZ, 2004). Tem sido relatado o uso dessa
espécie contra amebíases, giardíases, tricomoníases
urogenitais e esquistossomose, dentre outras
atividades farmacológicas (SOUSA et al., 1997; MONTE
& OLIVEIRA, 2001; LAHLOU et al., 2002). A adição de
leite às folhas trituradas de M. villosa é utilizada para o
tratamento de verminoses em crianças (MEDEIROS et
al., 2004). Alguns autores detectaram a presença de
óxido de piperitenona (rotundifolona) como
constituinte majoritário no óleo essencial de M. villosa.
No entanto, não foi possível determinar se seria este
ou outro o componente que age como seu princípio
ativo antiparasitário (RADÜNZ, 2004; ARRUDA et al.,
2006; MARTINS et al., 2007).

Este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito in vitro do hidrolato de M. villosa sobre o
desenvolvimento de ovos de nematóides
gastrintestinais de bovinos, por meio da técnica de
coprocultura quantitativa, bem como testar o efeito anti-
helmíntico in vivo do hidrolato de M. villosa em
bezerras mestiças (Holandês x Zebu) infectadas por
nematóides gastrintestinais, por meio do teste de
diminuição na contagem de ovos de nematóides
gastrintestinais nas fezes.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Amostras do ramo e das folhas de M. villosa
foram coletadas às 8h, em março de 2007, na Estação
de Cultivo e Manutenção de Plantas da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Exsicatas foram depositadas
no Herbário Leopoldo Krieger da UFJF sob o número
de registro CESJ-48632.  Após a planta ter sido
acondicionada em congelador (-18°C) por 20 dias, foi
extraído o hidrolato (caracterizado como a fração
aquosa contendo o óleo essencial emulsionado), pelo
método de hidrodestilação em aparelho Clevenger,
quando a planta (100g de material fresco) permaneceu
em ebulição por duas horas em 1 l de água. Foram
preparadas as seguintes soluções com adição de água

destilada: hidrolato 100%, hidrolato 80%, hidrolato 60%,
hidrolato 40% e hidrolato 20%. Essas soluções foram
mantidas em frascos no congelador (-18°C) até a
realização dos testes, quando foram agitadas para
proporcionar sua emulsão.

Para a realização do teste in vitro, foram
obtidas amostras de fezes contaminadas naturalmente
com ovos de nematóides gastrintestinais, sendo estas
coletadas diretamente da ampola retal de bezerras
mestiças (Holandês x Zebu) criadas no Campo
Experimental de Santa Mônica/Embrapa Gado de Leite,
localizado no Município de Valença, Rio de Janeiro (RJ).
As fezes foram mantidas em sacos plásticos sob
refrigeração (aprox. 5ºC) e enviadas ao Laboratório de
Parasitologia da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora,
Minas Gerais (MG), onde foi realizada a contagem de
ovos por grama de fezes (opg) em Câmara de
McMaster, de acordo com a técnica modificada de
GORDON & WHITLOCK (1939), citada em UENO &
GONÇALVES (1998), para verificação do nível de
contaminação.

Em seguida, foi realizado teste para
avaliação do efeito do hidrolato de M. villosa sobre a
eclosão de larvas de nematóides gastrintestinais. Os
grupos testados consistiram em: A - controle negativo,
no qual foi utilizada água destilada; B - controle positivo,
em que foi usado o anti-helmíntico comercial
Albendazol; C - grupo de tratamento, com a utilização
do hidrolato em cinco concentrações (20%, 40%, 60%,
80% e 100%), sendo feitas 30 repetições para cada
tratamento.

O cultivo de larvas de nematóides
gastrintestinais foi realizado pelo método de
coprocultura quantitativa, adaptado de UENO &
GONÇALVES (1998) e inicialmente descrito por
ROBERTS & O’SULLIVAN (1950). O líquido obtido,
contendo as larvas L3, foi colocado em tubos de ensaio
com capacidade para 15ml. Após centrifugação por 10
minutos a 1.500rpm, foi mantido o líquido contendo as
larvas com dois cm de profundidade em todos os tubos
de ensaio, sendo descartado o restante. As amostras
foram então mantidas em refrigerador (10°C) por, no
máximo, 30 dias, até a contagem das larvas ao
microscópio em lâminas temporárias, utilizando-se
aproximadamente 3ml do conteúdo líquido previamente
homogeneizado. As larvas foram identificadas
utilizando-se o Manual para Diagnóstico das
Helmintoses de Ruminantes elaborado por UENO &
GONÇALVES (1998).

Para a determinação da porcentagem de
eficácia das substâncias testadas, foi empregada a
seguinte fórmula:
% Eficácia = (X do no de larvas do grupo controle – X do no de larvas do grupo tratado) x 100

                                      X do no de larvas do grupo controle
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Foram empregados os testes não-
paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn com níveis de
significância de 5% (Programa Graph Pad Instattm) para
verificar a existência de diferenças significativas entre
os grupos experimentais, já que a amostra não
apresentou distribuição normal, de acordo com o teste
de Barlett.

O teste anti-helmíntico in vivo foi conduzido
no Campo Experimental de Santa Mônica em Valença,
RJ. Foram utilizadas bezerras mestiças (Holandês x
Zebu), entre oito e 10 meses de idade e peso médio de
137,9kg (+28,2kg). Os animais utilizados não receberam
qualquer tipo de tratamento anti-helmíntico nas 12
semanas antecedentes ao início do experimento e
apresentavam sua própria identificação, que consistiu
em brincos plásticos aplicados na orelha e tatuagem,
além de cordas de nylon coloridas no pescoço para
identificação de cada grupo experimental.

Tendo em vista o nível de infecção
insuficiente para a realização dos testes, verificado por
análises periódicas de opg nos animais, foi realizada
uma infecção artificial três meses antes do início dos
tratamentos. Para tal, foi realizado o cultivo de larvas
de nematóides gastrintestinais pelo método de
coprocultura quantitativa a partir de amostras fecais.
As larvas L3 obtidas foram acondicionadas, juntamente
com 600ml de água destilada em frasco mantido sob
refrigeração (aprox. 5ºC), sendo administrada dose de
5000 larvas oralmente a cada uma das 24 bezerras por
meio de uma seringa descartável.

O teste anti-helmíntico in vivo teve início
três meses após a infecção artificial, período no qual
foram feitas análises periódicas de fezes dos animais
infectados até que se atingisse um nível de opg
suficiente para a realização dos testes. Três dias antes
do início do teste (dia -3), os animais foram pesados em
balança eletrônica, e três dias antes do início dos
tratamentos (dias -3 a -1) foi realizada a contagem de
ovos por grama de fezes, diariamente, às 7h.

A contagem de opg foi realizada a partir da
adição de 54ml de solução hipersaturada de açúcar a
6g de fezes, de acordo com técnica descrita em UENO
& GONÇALVES (1998). A partir da contagem de ovos
realizada (média entre os três dias), foram formados
três grupos experimentais, a saber: 1- grupo controle
negativo (água destilada); 2- grupo de tratamento
(hidrolato a 100% de Mentha villosa); 3- grupo controle
positivo (anti-helmíntico sintético Ricobendazole®). A
administração das substâncias dos grupos 1 e 2 foi
realizada uma vez ao dia, sempre entre 7h30 e 8h,
durante 10 dias consecutivos (dia 0 ao dia +9), sendo
feitas oralmente por meio de uma seringa descartável
inserida no canto da boca dos animais, para evitar o

fechamento da goteira esofágica. No grupo 1 (n=6
animais), foram administrados 15ml de água destilada
igualmente para todos os animais. Os animais do grupo
2 (n=5) receberam hidrolato na dose de 0,1ml kg-1 dia-1.
Nos animais do grupo 3 (n=6), foi aplicado o anti-
helmíntico Ricobendazole® (sulfóxido de albendazol,
veículo q.s.p. - Ourofino) no primeiro dia de tratamento
(dia 0), por via subcutânea, no pescoço dos animais,
em dose única de 1ml 40kg-1, com auxílio de pistola
dosificadora, conforme indicado pelo fabricante.

Antes da realização dos tratamentos (dias -
3 a -1), foram coletadas amostras de fezes das 17
bezerras para realização de nova contagem de opg,
utilizando-se a técnica de solução de açúcar descrita
anteriormente. Essas coletas foram realizadas
diariamente durante 10 dias (dia +1 ao dia +10) e também
uma e duas semanas após o final dos tratamentos (dias
+17 e +24). Parte da amostra de fezes da última coleta
dos animais do grupo 1 foi utilizada para obtenção de
larvas L3, por meio de coprocultura, com o objetivo
identificar e quantificar as larvas presentes. As larvas
foram identificadas utilizando-se o Manual para
Diagnóstico das Helmintoses de Ruminantes elaborado
por UENO & GONÇALVES (1998).

Durante o período de administração dos
tratamentos e coleta de fezes, as bezerras foram
mantidas em jejum, sempre das 16h do dia anterior até
o momento em que foram tratadas, sendo então
transferidas para piquetes contendo pastagem de capim
elefante (Pennisetum purpureum, Schum), além de
ração (2kg animal-1 dia-1) e água ad libitum.

Devido à ocorrência de alto desvio padrão
quanto à contagem de opg antes do tratamento entre
os animais dos grupos, bem como entre os grupos
experimentais, não foi possível realizar comparações
entre o grupo tratado e os grupos de controle. Desse
modo, a porcentagem de eficácia do hidrolato testado
foi determinada com base na contagem de opg feita
durante o tratamento e no pós-tratamento (dias 0 a +9,
+17 e +24), tendo como base o período de pré-
tratamento (média entre os dias -3, -2, e -1). Para isso,
foi empregada a seguinte fórmula:
% Eficácia do hidrolato (dia x) = (X de opg dos dias -3 a -1 – X de opg do dia x) x 100
                                                                        X de opg dos dias -3 a -1

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

O hidrolato de M. villosa apresentou o efeito
ovicida sobre nematóides gastrintestinais de bovinos
no teste in vitro, sendo esse efeito dose-dependente.
As concentrações de hidrolato a 80% e 100% mostraram
eficácia acima de 98% (98,40% e 100%,
respectivamente), valor considerado altamente efetivo
segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e
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Abastecimento, de acordo com as recomendações
contidas na Portaria no 48, de 12 de maio de 1997. As
concentrações de hidrolato entre 40% e 60%
apresentaram-se efetivas. Somente o hidrolato a 20%
apresentou-se insuficientemente ativo (66,44%). Já o
hidrolato a 100%, mostrou máxima eficácia, sendo esta
equivalente ao controle positivo utilizando o anti-
helmíntico Albendazol® (Tabela 1, Figura 1). KETZIS et
al. (2006), por outro lado, afirmam que um critério de
eficácia único (por exemplo, 90% de redução da carga
parasitária) não pode ser aplicado a novos métodos de
controle, sendo necessária maior tolerância em
comparação com os anti-helmínticos comerciais.

Quanto aos nematóides presentes nas
amostras analisadas, observou-se predominância dos
gêneros Cooperia e Haemonchus (cerca de 90% das
larvas encontradas), além de larvas dos gêneros
Oesophagostomum e Trichostrongylus em menor
número (cerca de 6% e 4%, respectivamente).

No teste in vivo, o hidrolato de M. villosa,
na dose utilizada (0,1ml kg-1dia-1), não provocou redução
na contagem de opg nas bezerras infectadas por
nematóides gastrintestinais (Tabela 2). Pode ocorrer,
com certa freqüência, em experimentos que abordem o
efeito anti-helmíntico de algumas substâncias,
disparidade entre os resultados in vitro e in vivo
(FURTADO, 2006; ROCHFORT et al., 2008). Isso
também foi observado em outros experimentos
(PESSOA, et al., 2002; COSTA, 2004; FURTADO, 2006).
Por exemplo, Chenopodium ambrosioides e seu óleo
essencial reduziram a viabilidade dos ovos de H.
contortus em teste in vitro, porém não apresentaram
efeito sobre a redução do número de nematóides
adultos ou ovos, quando administrada a caprinos
(KETZIS et al., 2002). Isso pode ter ocorrido porque
consideráveis diferenças fisiológicas são esperadas em
condições in vitro e in vivo (GITHIORI et al., 2006).
Segundo EGUALE et al (2007), o efeito negativo nos
testes in vivo pode ser atribuído à biotransformação
de alguns dos componentes ativos dentro do trato
digestivo do hospedeiro. O sistema digestivo peculiar
dos ruminantes pode mudar o metabolismo ou o modo

de ação de alguns nutrientes, medicamentos ou
materiais bioativos quando administrados oralmente
(VANDAMME & ELLIS, 2004).

Com relação à metodologia utilizada no teste
in vivo, o principal método de detecção de resistência
de nematóides a anti-helmínticos sintéticos continua
sendo o teste de redução na contagem de ovos nas
fezes, que pode ser usado com todos os grupos de
anti-helmínticos (RANGEL et al., 2005; COLES et al.,
2006). Esse método também tem sido utilizado em outros
estudos para analisar a atividade anti-helmíntica de
plantas em ruminantes (GITHIORI et al., 2004;
FURTADO, 2006; POMROY & ADLINGTON, 2006) e
também é recomendado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuária e Abastecimento, de acordo a Portaria no 48,
de 12 de maio de 1997. Segundo FURTADO (2006), a
redução na contagem dos ovos nas fezes não está
diretamente associada a uma mortalidade do parasito,
podendo ocorrer apenas supressão na eliminação dos
ovos. Porém, esse fato por si só já é um bom recurso no
controle parasitário, pois determina diminuição da
contaminação da pastagem, que passa a apresentar
menor número de larvas infectantes.

As coletas de fezes para realização da
contagem de opg no teste in vivo foram feitas em
período geralmente utilizado em outros experimentos.
COLES et al. (1992) recomendam que as fezes sejam
coletadas entre o dia 10 e o dia 14 após o tratamento,
pois a análise em tempo inferior poderia gerar resultados
equivocados. Outro fator que pode ter influenciado os
resultados foi o número de animais utilizados por grupo
experimental. VERCRUYSSE et al. (2001) relataram que,
em casos de pesquisa, o experimento pode contar com,
no mínimo, seis animais por grupo, assim como
recomenda a Portaria no 48 do Ministério da Agricultura,
Pecuária e Abastecimento, de 12 de maio de 1997. No
presente estudo, foram utilizados seis animais nos
grupos de controle e cinco no grupo tratado devido à
dificuldade em se obterem animais com o mínimo de
opg suficiente para a realização do teste, mesmo após
realização de infecção artificial. Outros estudos,
relativos a teste anti-helmíntico in vivo em ruminantes,

Tabela 1 - Número de larvas de nematóides gastrintestinais obtidas a partir de coprocultura realizada na Embrapa Gado de Leite, Juiz de fora,
Minas Gerais (MG), sendo utilizadas amostras de fezes de bezerras contaminadas com ovos de nematóides gastrintestinais,
submetidas a tratamento com água destilada (controle negativo), Albendazol® (controle positivo) e hidrolato extraído por
hidrodestilação a partir de folhas e ramos de Mentha villosa Huds. testados em cinco concentrações (H 20%, H 40%, H 60%, H
80%, H 100%) (n = tamanho da amostra; x = média; DP = desvio padrão; IC = intervalo de confiança de 95%).

Água destilada H 20% H 40% H 60% H 80% H 100% Albendazol®

n 30 30 30 30 30 30 30
x+DP 148,10a + 66,54 49,70ab + 24,45 12,03bc + 12,60 8,67c + 8,10 2,37cd + 2,77  0d 0d

IC 123,26 – 172,94 40,57 – 58,83 7,33 – 16,74 5,64 – 1,69 1,33 – 3,40  _ _
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Figura 1 - Porcentagem de eficácia do hidrolato extraído por hidrodestilação a partir de folhas
e ramos de Mentha villosa Huds., em teste anti-helmíntico in vitro da atividade
ovicida em nematóides gastrintestinais de bovinos, pelo método de coprocultura
quantitativa, realizada na Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Amostras de
fezes de bezerras mestiças (Holandês x Zebu) criadas no Campo Experimental de
Santa Mônica (Valença, RJ) contendo ovos de nematóides gastrintestinais foram
submetidas a tratamento com hidrolato de M. villosa em cinco concentrações (H20%,
H40%, H60%, H80%, H100%) e a Albendazol® (ALBEND.) utilizado como controle
positivo. Para o cálculo da porcentagem de eficácia, foi comparado o número de
larvas obtidas nos grupos de tratamento e controle positivo com aquele obtido no
grupo controle negativo, no qual foi utilizada água destilada.

Tabela 2 - Contagem de ovos de nematóides por grama de fezes (opg) provenientes de bezerras mestiças (Holandês x Zebu), infectadas com
nematóides gastrintestinais, tratadas com hidrolato extraído por hidrodestilação a partir de folhas e ramos de Mentha villosa
Huds. administrados oralmente, durante 10 dias consecutivos (dias 0 a +9), na dosagem de 1ml 40kg-1 dia-1 (grupo-tratamento,
n=5), Ricobendazole® aplicado no dia 0, por via subcutânea, em dose única de 1ml 40kg-1 (controle positivo, n=6) e água
destilada administrada oralmente, durante 10 dias consecutivos (dias 0 a +9) (controle negativo, n=6), e em teste anti-helmíntico
in vivo realizado no Campo Experimental de Santa Mônica/ Embrapa Gado de Leite (Valença, RJ). A porcentagem de eficácia do
hidrolato de Mentha villosa, calculada com base nos valores de opg obtidos no período de pré-tratamento, também está
representada.

-------------Hidrolato de M. villosa------------- Ricobendazole® Água destilada
Análise de opg

(média de opg ±desvio padrão) Eficácia (%) (média de opg ±desvio padrão) (média de opg ±desvio padrão)

Dia -1 150,26 ± 68,47 -4,93 272,84 ± 168,12 270,65 ± 100,29
Dia 0 157,67 ± 179,41 6,96 226,06 ± 47,48 357,39 ± 212,60
Dia +1 139,80 ± 215,90 11,49 12,39 ± 11,14 241,39 ± 189,75
Dia +2 133,00 ± 159,35 8,96 0,72 ± 0,74 244,28 ± 234,56
Dia +3 136,80 ± 207,70 -28,04 0,28 ± 0,25 245,61 ± 205,25
Dia +4 192,40 ± 147,84 1,46 0,50 ± 0,46 313,83 ± 208,79
Dia +5 148,07 ± 130,30 9,8 0,44 ± 0,40 301,94 ± 202,08
Dia +6 135,53 ± 186,13 -77,65 0,11 ± 0,17 373,11 ± 281,06
Dia +7 266,93 ± 411,65 11,35 0,72 ± 0,49 267,72 ± 219,54
Dia +8 133,20 ± 139,06 -131,11 0,11 ± 0,27 227,11 ± 211,75
Dia +9 347,27 ± 297,58 -81,69 0,17 ± 0,28 250,50 ± 168,91
Dia +10 273,00 ± 385,25 -273,31 0,11 ± 0,27 186,83 ± 130,07
Dia +17 560,93 ± 701,22 -175,61 0,50 ± 0,75 374,61 ± 348,39
Dia +24 414,13 ± 556,93 127,89 ± 287,52 249,83 ± 231,07
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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 consideração quando a atividade
medicinal de uma planta está sendo analisada, como,
por exemplo, a dose total administrada e o período de
jejum antes da administração. No presente estudo, os
animais foram mantidos em jejum por, pelo menos, 15
horas antes de receberem os tratamentos, tempo
considerado suficiente para facilitar a propagação da
substância testada através do trato gastrintestinal. Por
outro lado, o efeito in vivo provavelmente poderia ser
potencializado pelo aumento da dose ou pela repetição
da dose por mais tempo. Isso poderia aumentar o tempo
de contato entre o hidrolato e o parasito e,
presumivelmente, aumentar a redução na fecundidade
destes (EGUALE et al., 2007). Entretanto, o aumento
na dose pode causar efeitos tóxicos nos hospedeiros e
por isso deve ser feito com cautela (ANTHONY et al.,
2005).

CONCLUSÕES

O hidrolato de Mentha villosa Huds.
mostrou-se efetivo no controle de larvas de nematóides
gastrintestinais de bovinos em teste in vitro. Essa
substância não causou uma redução na contagem de
opg em bezerras infectadas por nematóides
gastrintestinais na dosagem utilizada, quando
administrada oralmente aos animais durante 10 dias. A
partir dos resultados obtidos, outras metodologias
poderão ser utilizadas em busca da validação do efeito
anti-helmíntico de M. villosa em ruminantes, bem como
em outros animais.
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