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RESUMO

Nés investigamos a toxicidade sub-aguda do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMv) e
de seu principal constituinte o 6xido de piperitenona (OP), uma vez que a Mentha x villosa é
utilizada no nordeste do Brasil como ansiolitico, para tratar problemas digestivos e diarréia com
sangue oculto nas fezes e tem sido explorada pela inddstria fitoterapéutica sob o nome de Mentha
crispa. Este estudo consistiu na administragio oral das doses de 55 e 110 mg/kg de OEMve 40 e
80 mg/kg de OP (1/5 da DLs, em camundongos, respectivamente) durante 30 dias consecutivos e -
analisados os parimetros bioquimicos e hematologicos. OP (40 e 80 mg/kg), mas ndo o EOMy,
induziu uma significante diminuigdo dos niveis de glicose sanguinea sem alteragdes nos niveis de
uréia, creatinina, TGO, TGP, colesterol e triglicerideos. Também nenhuma mudanga significante
no némero de hemacias, hemoglobina, plaquetas, indices hematimétricos, hematocrito, neutréfilos,
linfcitos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos foram observados com os grupos de animais que
receberam OEMv e OP. Estes resultados indicam o baixo potencial téxico do OEMv e OP em

ratos ¢ justifica o uso das preparagdes de folhas de Mentha x villosa na medicina popular.
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ABSTRACT

We investigated the subacute toxicity of the essencial oil from Mentha x villosa (EOMv)
and their major constituent piperitenone oxide (PQ), since Mentha x villosa is used in northeastern
Brazil as ansiolytic, to treat digestive problems and diarrhea with occult blood in the stools and
has been exploited by the phytotherapeutic industry under the name Mentha crispa. This study
consisted oral administration of 55 and 110 mg/kg OEMv and 40 and 80 mg/kg PO (1/5 of LDs, -
in mice, respectively) during 30 consecutive days and the analysis of the biochemical e
hematological parameters. PO (40 and 80 mg/kg) but not EOMyv induced a significant decrease of
blood glucose levels without alterations in the urea, creatinine, ASAT, ALAT, cholesterol and
triglyceride levels. Also, no significant change in the number of R B.Cs, hemoglobin, hematimetric
indices, platelets, hematocrit, neutrophils, lymphocytes monocytes,eosinophils and basophils were
observed with groups of animals that recieved EOMv or PO. These results indicate low toxicity
potential of EOMv and PO in rats and justify the use of Mentha x villosa leaf preparations in folk

medicine.




1 - INTRODUCAO:

A terapéutica vegetal esteve, por longo periodo, sob o dominio popular onde o
conhecimento empirico do valor medicinal das plantas tem prestado um servico inestimavel
(MENDONCA, 1989). Cada cultura e civiliza¢do, desde a mais primitiva até a mais sofisticada,
desenvolveu sua propria pratica de uso. A India ¢ provavelmente o Ginico lugar no mundo onde a
tradicdo nunca morreu. Com mais de dez mil anos de pratica continua, a medicina Ayurvédica € a
mais antiga forma de pratica médica (LAVABRE, 1993).

Ha algum tempo esquecidas, em todas as partes do mundo estdo sendo reativadas as
pesquisas sobre produtos de origem natural. A onerosa e, por vezes perigosa, utilizagio de drogas
sintéticas cede espaco a procura crescente de novas fontes naturais de nutrientes e medicamentos.
E compreensivel, portanto, a corrida as florestas de que hoje temos conhecimento, com toda uma
procura de amostras vegetais que, se realizada racionalmente, permitira a essa e as futuras
civilizagdes a elucidagio de muitos problemas de cunho terapéutico nos quais a medicina ainda
esbarra (BALBACH, BERG, 1982), mas muitas propriedades farmacoldgicas das plantas j& foram
descobertas e hoje, o arsenal terapéutico ¢ vasto (MAGALHAES, 1997).

O Brasil tem uma flora muito rica com uma infinidade de espécies com aplica¢Ges
terapéuticas (GOTTLIEB & MORS, 1978, LAINETTI & BRITO, 1980; GOTTLIEB et al., 1981,
SATO, 1987; BEZERRA, 1994). A regido nordeste do Brasil possui uma flora rica em espécies

produtoras de oleos essencais.




Os oleos essenciais sdo principos aromaticos, farmacologicamente ativos, de natureza
fluida (alguns sdo sélidos em temperatura ambiente), sdo altamente volateis, ndo séio soliveis em
agua, sdo encontrados em vérias plantas e sdo abundantes especialmente nas labiadas, mirtaceas,
coniferas, rutaceas, lauraceas e umbiliferas; protegem a planta de doengas e parasita_s e atraem
certos insetos que fazem a polinizagdo (MATOS & MATOS, 1989, LAVABRE, 1993).
Apresentam uma grande importincia econdmica sendo utilizados largamente na industria como
edulcorantes e aromatizantes (FREISE, 1935; JACOBS, 1948; LE MOAN, 1973, GUENTHER,
1949; CAVEIRO et al., 1977 ITOKAWA et al., 1980, 1988); em perfumaria na composico de
sabdes, desinfetantes e cosméticos em geral, na preparagdo de doces caseiros, licores, bebidas
aromaticas e refrescantes e aguardente de cana (MATOS & FERNANDES, 1975 - 1978,
CRAVEIRO et al., 1978, ALBUQUERQUE, 1982; ALBUQUERQUE et al., 1995).

Dentre as diversas espécies produtoras de Oleos essenciais temos a Mentha x villosa
Huds Esta planta pertence a familia Labiatae. E uma planta herbacea , rasteira, com raiz fibrosa,
caule avermelhado, ereto, ramoso, com folhas aromaticas € opostas. O limbo é oval-lanceolado,
com margem serrilhada, superficie rugosa e glabra, apresenta peciolo de 2-3 mm e ndo foram
observadas inflorescéncias (MATOS, 1991).

A Mentha x villosa é uma erva aromatica que é um hibrido da Mentha spicata L. e Mentha
suaveolens Ehrh (HIRUMA, 1993; MATOS, 1994) e é comumente encontrada em pequenos
jardins caseiros para uso como planta medicinal no nordeste do Brasil. E popularmente conhecida
como hortel3-rasteira, horteld comum e horteld de folha pequena. Suas folhas sdo usadas na
cozinha caseira como tempero € na medicina popular com estomaquico, amsiolitico e para o

tratamento de colica menstrual e diarréia de sangue (MATOS, 1994).
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Estudos sobre esta planta confirmaram sua atividade antiparasitiria na amebiase, giardiase
e tricomoniase urogenital (BORBA et al., 1990; MELQ et al,, 1992; SANTANA et al., 1992).
Estudos farmacologicos também mostraram que o oleo essencial de Mentha x villosa (OEMv)
possui efeito depressor do sistema nervoso central (LIMA et al., 1994). No musculo esquelético
de sapo o OEMyv induz contragio por liberar célcio do reticulo sarcoplasmatico e também
interfere com o acoplamento excitagio-contragio em um passo antes da liberagio de céicio do
reticulo sarcoplasmatico (FOGACA et al, 1997). No misculo liso ileal de cobaio 0 OEMv
promove um relaxamento agindo provavelmente a nivel do mecanismo de contragéio intracelular
(SOUSA & LEAL-CARDOSO, 1997). Investigagdes tentando identificar o(s) principio(s) ativo(s) .
referem o alto contetido de 6xido de piperitenona bem como outros vinte e trés constituintes
menores no oleo essencial de Mentha x villosa (CRAVEIRO et al., 1990, HIRUMA et al., 1992).

0 Oxido de piperitenona (OP, uma cetona monoterpénica de peso molecular 166,219) é
um importante constituinte quimico do éleo essencial de varias espécies de Mentha tais como:
Mentha longifolia, M. rotundifolia, M. suaveolens, M. spicata L., e Mentha x villosa
(BUCKINGHAM, 1994; LAWRENCE, 1992).

Estudos acerca do seu principal constituinte (6xido de piperitenona} mostram que esta
substancia apresenta atividade analgésica central em camundongos e ratos (ALMEIDA et al.,
1996), bem como um efeito relaxante no musculo liso ileal de cobaio (SOUSA et al., 1997).

Os estudos de toxicidade sub-aguda tem sido desenvolvidos utilizando-se diversas espécies
animais como ratos, cées, macacos, durante 27-30 dias (BANERJEE et al., 1977, HANASONO et

al., 1979; LEE et al., 1981, MENDONCA et al., 1991).
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Uma vez que o largo uso da Mentha x villosa e seu principal constituinte (OP) tem
estimulado diversos estudos farmacoldgicos decidimos estudar a toxicidade sub-aguda em ratos,

mais especificamente os parimetros bioquimicos e hematologicos, durante 30 dias.




2 - MATERIAL E METODO:

O material boténico foi obtido no municipio de Pentecoste (Ceara). Deste foram obtidos o
OEMyv e o OP atraves da destilagdo por arraste com vapor d’agua (CRAVEIRO et al., 1981). Tal
técnica consistiv em colocar 1 kg de massa verde triturada ou moida em um recipiente através do
qual se fez passar uma corrente de vapor d’4gua com pressdo que arrastou os produtos volateis
existentes para um condensador, onde os vapores apds voltarem ao estado liquido originaram 0,5
mi do oleo direto (OEMv) e 1,0 litro do hidrolato. Apods varias passagens do hidrolato em
diclorometano obtém-se de 0,4 2 0,5 mi do OP.

Uma vez obtido essas duas substincias, estas eram levadas para o Laboratorio de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal do Ceard para serem
analisadas através da técnica de cromatografia gasosa e espectrometria de massa, onde foram
observadas variacdes do OEMv entre 42,29 a 84,44 % e do OP de 91,09 a 100 %. Tanto o CEMv
quanto o OP eram armazenados a 2 °C até o seu uso.

O teste da toxicidade sub-aguda foi feito utilizando-se 46 ratos Wistar, machos e fémeas,
pesando 132,6733 + 1,8318 g, os quais eram pesados semanalmente ao longo do tratamento.
Estes animais foram tratados durante 30 dias com o OEMv, OP ou 4gua. Para isto nos
administramos a DL o (1/5 da DLso em camundongos) das drogas diariamente.

Os animais foram acondicionados em gaiolas em um niimero maximo de 10 animais. Estes

receberam agua e alimento ad libitum.
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O grupo controle (n = 10) recebeu por via oral 0,1 ml/100 g de agua + tween 80 0,1 %
durante 30 dias. Os outros grupos foram constituidos das seguintes doses: 55 e 110 mg/kg de
OEMv (n = 9 em ambos os grupos) e 40 e 80 mg/kg de OP (n = 10 ¢ n = 9, respectivamente)
solubilizados em tweem 80 a 0,1 %.

Os pardmetros bioquimicos e hematoldgicos foram analisados antes e no final do
tratamento. Para isso os animais eram anestesiados com éter etilico no momento da coleta do
sangue, e o sangue colhido do plexo venoso orbital utilizando-se como material de pungio um
tubo de microhematocrito. As dosagens bioquimicas e hematologicas eram feitas no mesmo dia da
coleta e de forma automatizada (determinador automatico da bioquimica do sangue Technicon
RA-XT e determinador automatico de padrdes sanguineos Technicon H-1E, Bayer, New York,
USA, respectivamente).

A anilise estatistica dos pesos foi expressa como média + erro padrio da média (D.P.M.) e
comparados pela analise de varidncia (ANOVA), utilizando-se o programa SigmaPlot de um
computador IBM. As significAncias dos contrastes entre as médias foram estudadas pelo teste de
Kruskal-Wallis e estabelecidos niveis de significincia em p < 0,05 ¢ p < 0,01. Os resultados dos
pardmetros bioquimicos e hematoldgicos foram expressos como média + desvio padrdo da média
(D.P.M.) e comparados através do intervalo de confianga (IC = D.P.M. x 1,96) obtido do grupo

controle e foram considerados significativos os valores que ficaram fora deste intervalo.




3 - RESULTADOS:

O tratamento dos ratos com OEMv (55 e 110 mg/kg) e OP (40 e 80 mg/kg), durante 30
dias, por via oral, nfo afetou o comportamento dos animais, nio houve mortes durante esse
periodo e o aumento do peso dos animais foi progressivo em todos os grupos. O
acompanhamento do peso corporal de todos os grupos encontram-se representados na tabela 1.

Os pardmetros hematoldgicos e a bioquimica do sangue, obtidos no inicio e no final do
tratamento, estdo apresentados nas tabelas 2 e 3, 4 e 5, respectivamente. Nenhuma alteracio
significativa foi observada nos pardmetros hematolégicos dos grupos tratados. Com relagdo aos
parametros bioquimicos houve diminui¢do da taxa de glicose, sendo que nos animais tratados com
OEMv 55 e 110 mg/kg essa diminui¢do ficou dentro do intervalo de confianga, sendo significativa

apenas no OP 40 e 80 mg/kg.
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Tabela 1 - Peso corporal de ratos (machos e fémeas) tratados por via oral com OEMyv 55 ¢
110 mg/kg/dia e OP 40 e 80 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Grupe Dias
(n)

0 7 14 21 28
Controle 142,00+ 1,68 1590+3,03 20,50+4,08 31,90+3,75 40,00+5,61
(10)

OEMv 55 mg/kg  142,44+2,19 2555+597 3744+739 4811+7,60 5288+9,13
)

OEMv 110 mg/kg 130,11 +321 2333+4,84 3577+6,19 4844+7.80 60,44+ 9,00
©

OP 40 mg/kg 126,50 +3,67 2120+2,88 2940+323 40,70+4,65 5230+4.98
(10)

OP 80 mg/kg 120,62 +4,33 16,62+784 2487+895 4237+10,05 54,25+ 11,02
(8)

Os valores acima (média + E.P.M.), com exce¢3o do dia O (zero), representam o ganho de peso
dos ratos durante os dias de tratamento.
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Tabela 2 - Pardmetros hematolégicos de ratos Wistar tratados por via oral com QEMy 55 e 110 mg/kg/dia e
OP 40 e 80 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parimetro Grupo
Controle Controle OEMy ~ OEMv
inicial final 55 mg/kg 110 mg/kg
Hemdcias (x 10%/ul) 6,93 + 0,68 7,62 + 0,61 7,46 +0,51 737 +048
(5,59—7,67)
Hemoglobina (g/dl) 13,59+ 1,10 14,45 + 0,89 14,50 + 0,78 14,70 + 0,38
(11,43 —15,76)
Hematocrito (%) 4447 +2,55 4228+3,11 47,71 +2,76 46,91+230
(39,47 —49.47)
VCM (i) 63,87 +1.72 63,45 + 2,35 64,21 +6,72 63,61+ 1,06
60,49 —67,23)
HCM (pg) 19,48 + 0,66 19,01 +0,93 19,43 + 0,51 19,97 + 1,29
(18,18 —20,77)
CHCM (g/dl) 30,51 +0,85 2995 +0,72 30,48 + 2,54 31,41+ 1,81
(28,82 —32.19)
Plaquetas (x10° w1) 521,11 + 70,78 539,10 + 78,21 607,33 + 122,21 608,88 + 109,49
(382,37 — 659.85)
Leucécitos (x10° w/1) 8,68 +2,36 9,98 + 2,36 11,37+ 2,99 12.44 + 1,56
(4,05 —13,31)
Neutrofilo (xlO3 ) 0,59 +0,11 0,65+90,21 0,57+0,12 0,72+ 0,21
(0,37 —0,82)
Linfécito (x10° wh) 7,25+ 1,83 8,06 +2,10 907 +248 10,30 + 1,27
(3,65 — 10,84)
Monécito (x10° W 0,68 + 0,23 0,84 + 0,53 0,98 4+-041 0,98 +0,33
{0,22—1,15)
Eosinofilo (x10° i 0,042 + 0,016 0,045 + 0,024 0,057 + 0,031 0,053 + 0,037
(0,011 —0,074)
Baséfilo (x10° wh 0,046 + 0,014 0,048 + 0,029 0,044 1+ 0,024 0,057+ 0,016

(0,018 —0,074)

Os valores representam média + D.P.M.. O intervalo de confianga calculado a partir do D.P.M. do controle x 1,96 ¢

dado em parénteses.
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Tabela 3 - Parimetros hematoldgicos de ratos Wistar tratados por via oral com OP 40 e 80 mg/kg/dia,
durante 30 dias.

Parimetro Grupo
Ceontrole Controle oP - opP
inicial final 40 mg/ke 80mg/kg
Hemaicias (x 10%/pl) 6,93 + 0,68 7,62 + 0,61 7,34 +0.45 7,37 + 0,51
(5,59 —17,67
Hemoglobina (g/dl) 13,59+ 1,10 445 +0,89 14,09 + 0,65 14,23 + 1,06
(11,43 —15,76)
Hematécrito (%) 44,47 +2.55 2,28 + 3,11 46,57 +2.71 47 41 +3.47
(3947 —49,47)
VCM (1) 63,87 + 1,72 63,45 +235 63,46 +1,17 64.26 +1.93
(60,49 —67,23)
HCM (pg) 19,48 + 0,66 9,01 +0,93 9,23 +0,51 19,28 + 0,52
(18,18 —20,77)
CHCM (g/dl) 30,51 +0,85 9.95+0,72 30,29 + 0,59 30,03 +0.81
(28,82 —32,19)
Plaguetas (x10° w1y 521,11 + 70,78 539,10 + 78,21 586,00 + 72,35 569,87 + 103,06
(382,37 — 659,85)
Leucécitos (x10° p/l) 8,68 +2736 9,98 + 2,36 11,07 +£ 2,26 11,92 + 1,60
(4,05—13,31)
Neutréfilo (x10° p/1) 0,59 +0,11 0,65+ 0,21 0,80 + 0,28 0,64 +0.10
(0,37—0,82)
Linfécito (x10° wh 7,25 + 1,83 8,06 +2,10 8.75 + 2,08 8.69 + 1,63
(3.65—10,84)
Mondcito (x10° wl) 0,68 +0,23 0,84 + 0,53 0,95 + 0,46 1,09 + 0,54
0,22 —1,15)
Eosinéfilo (x10° w1 0,042 + 0,016 0,045 + 0,024 0,073 + 0,066 0,061 + 0,055
{0,011 —0,074)
Basdfilo (x10° p/l) 0,046 + 0,014 0,048 + 0,029 0,048 + 0,024 0,042 + 0,011

0,018 —0,074)

Os valores representam média + D.P.M.. O intervalo de confianga calculado a partir do D.P.M. do controle x 1,96 ¢

dado em parénteses.
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Tabela 4 - Pardmetros bioquimicos de ratos Wistar (machos e fémeas) tratades per via oral com
OEMy 55 e 110 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parametros Grupo
Controle Controle OEMv OEMv
inicial final 55 mg/kg 110mg/kg
Glicose (mg/dl) 95,75 + 24,27 64,33 +21.44 55,77 + 16,19 73,0+ 14,54
(48,17 — 143,33)
Uréia (mg/dl) 68,68 + 8,70 73,20 +22,14 60,44 + 22,14 53,22+ 749
(51,62 —85,74)
Creatinina (mg/dl) 0,56 +0,17 0,71+ 0,11 0,60 +0,15 0,65 + 0,31
(0,21 —0,91)

Fosfatase alcalina (U/l) 385,87 + 118,20

(154,19 — 617,55)

TGO (U/ml) 248,67 + 59,29
(132,46 —364,88)
TGP (U/mi) 55,33+9.23
(20,59 —87,31)
Colesterol (mg/dl) 57,84 + 8,48
41,21 —74 48)
Triglicerideos (mg/dl) 47,62+ 17,12

(14,05 —80,62)

324,30 + 100,11

301,10 + 62,02

78,90 + 11,67

54,10 + 12,96

43,30 + 14,23

291,66 + 100,14

337,33 £52,37

58,44 + 10,89

61,22 +6,28

65,88 + 16,47

347,22 + 121,66

305,66 + 51,71

67,11 + 29,20

56,88 + 7,52

58 55 + 14,37

Os valores representam média + D.P.M, O intervalo de confianca calculado a partir do D.P.M. do controle

x 1,96 é dado em parénteses.
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Tabela 5 - Parmetros bioquimicos de ratos Wistar (machos e fémeas) tratados por via oral com or

40 e 80 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parimetros Grupo
Controle Contrgle or OP
inicial final 40 mg/kg 80mg/kg
Glicose (mg/di) 95,75 + 2427 64,33 +21,44 46,60+ 14,50* 42,12 + 26,82~
(48,17 — 143,33)
Uréia (mg/dl) 68,68 + 8,70 7320+22,14  62,40+5,79 61,25 + 19,47
(51,62 — 85,74)
Creatinina (mg/dl) 0,56 +0,17 0,71 +0,11 0,65 + 0,07 0,77 + 0,27
(0,21 —0,91)
Fosfatase alcalina (U/) 385,87 + 118,20 324,30 £ 100,11 394,40+ 169,37 436,87 + 206,16 .
(154,19 — 617,55)
TGO (U/ml) 248,67 + 59,29 301,10+ 62,02 331,70 +53,20 358,62 + 65,20
(132,46 — 364,88)
TGP (U/mi) 55,33+9,23 78,90 + 11,67 85,88 + 13,73 86,50 + 15,10
(20,59 —87,31)
Colesterol (mg/dl) 57,84 + 8,48 54,10 + 12,96 56,40 + 6,61 56,87 + 10,14

(41,21 — 74,48)

Triglicerideos (mg/dl) 47,62 + 17,12

(14,05 — 80,62)

43,30 + 14,23

56,00 + 15,72

54,87 + 11,28

Os valores representam média + D.P.M. O intervalo de confianga calcutado a partir do D.P.M. do controle

x 1,96 é dado em parénteses.

* Significantemente diferente dos controles iniciais.
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4 - DISCUSSAO:

Os nossos estudos acerca da toxicidade sub-aguda em ratos utilizando a Mentha x villosa
(55 e 110 mg/kg) e o seu principal constituinte (OP 40 e 80 mg/kg) mostraram uma baixa
toxicidade. Entretanto, pudemos constatar uma diminuicdo dos niveis de glicose nos grupos
tratados com OP 40 e 80 mg/kg.

O péancreas além de suas fungdes digestivas, secreta dois importantes hormdnios: a insulina -
e o glucagon. Estes hormdnios exercem funcdes antagdnicas na regulagao do metabolismo da
glicose. Enquanto o glucagon tem a sua secre¢do aumentada na vigéncia de uma diminuicao da
glicose sanguinea; a insulina tem por fungdo diminuir os niveis de glicose sanguinea, através de
seus efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos. Tais efeitos consistem de (1) taxa aumentada
do metabolismo da glicose, (2) decréscimo na concentragio de glicose sanguinea e (3) aumento
das reservas de glicogénio dos tecidos. A insulina também potencializa os efeitos do horménio do
crescimento (GUYTON & HALL, 1996).

Desta forma ¢é possivel que o OP esteja agindo a nivel do pancreas, estimulando a secrecéo
de insulina, uma vez que nos ratos machos observou-se um maior ganho de peso (dados ndo

mostrados).




5 - CONCLUSAO:

Os nossos resultados mostraram que o 6leo essencial de Mentha x villosa e seu principal
constituinte, o 6xido de piperitenona, apresentam baixa toxicidade em ratos, o que vem a reforcar

a pretens@o de um possivel uso desta planta como um fitoterapico.
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