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RESUMO

Verifica-se que muitas plantas possuem o efeito anti-helmintico tdo eficiente quanto
0 uso de vermifugos comerciais, porém algumas espécies animais, de parasitas e de
plantas, necessitam de estudos mais detalhados e a adequada comprovacgéo de tal
eficiéncia, pois é necessario saber como fazer, quando e quanto pode ser utilizado
das substancias da planta para o bem-estar animal e para ser de facil acesso e
preparacdo para a populacdo que deseja utilizad-la. Os métodos de extracdo das
plantas influenciam muito no seu poder de acéo, sendo assim esse trabalho teve por
objetivo comparar trés métodos de extracdo dos principios ativos do alho (Allium
sativum) e horteld (Mentha sp.) que sao utilizados como anti-helminticos em animais,
avaliando se os extratos obtidos por diferentes métodos apresentam composi¢ao
semelhante e em quais dos métodos utilizados a concentracdo dos principios é
obtida em maior quantidade. A caracterizacdo dos extratos foi obtida através da
cromatografia em camada delgada e doseamento dos flavonoides através da
espectrofotometria a 425nm apdés complexacdo com cloreto de aluminio. Os
resultados mostraram que a composi¢cdo quimica de um extrato vegetal pode variar
qguando utilizados diferentes solventes na extracdo e métodos diferentes. Assim,
utilizando flavondides totais como marcadores quimicos, os extratos hidroalcodlicos
apresentaram maior quantidade destas substancias em relacdo aos extratos
aguosos, tanto na hortela como no alho. Em relagéo aos extratos aquosos, 0 uso de
calor influenciou a composicédo, assim, 0s decoctos apresentaram um menor teor de
flavonoides totais em relacdo aos extratos obtidos por maceracédo cinética, na qual
foi utilizada unicamente agitacdo a temperatura ambiente.

Palavra-chave: Alho. Hortel&. Extragcdo. Anti-helmintico.



ABSTRACT

It has been found that many plants have the anthelmintic effect as efficient as the use
of commercial vermifuges, but some animal species, parasites and plants, need more
detailed studies and adequate proof of such efficiency, since it is necessary to know
how do, when and how much can be used from plant substances for animal welfare
and to be easily accessible and prepared for the population that wishes to use it. The
methods of extracting the plants influence their action power. The objective of this
work was to compare three methods of extracting the active principles of garlic
(Allium sativum) and mint (Mentha sp.), which are used as anthelmintics in animals,
evaluating whether the extracts obtained by different methods have similar
composition and in which of the methods used the concentration of the principles is
obtained in greater quantity. The extracts were characterized by thin layer
chromatography and flavonoid assay by spectrophotometry at 425nm after
complexation with aluminum chloride. The results showed that the chemical
composition of a plant extract can vary when different solvents are used in the
extraction and different methods. Thus, using total flavonoids as chemical markers,
hydroalcoholic extracts presented higher amounts of these substances in relation to
agueous extracts, both in mint and garlic. In relation to the aqueous extracts, the use
of heat influenced the composition, thus, the decocts presented a lower content of
total flavonoids in relation to the extracts obtained by kinetic maceration, in which
only agitation was used at room temperature.

Keywords: Garlic. Mint. Extracting. Anthelmintic.
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1 INTRODUCAO

Existem varios medicamentos anti-helminticos para o tratamento das
parasitoses em animais, porém o tratamento fitoterapico também pode ser utilizado
de forma eficaz, mais econdmica, e de facil acesso. Para isso deve saber a
guantidade adequada, método de preparo, e quais plantas associar, para tornar o
tratamento mais fidedigno. Umas das plantas a serem associadas para o tratamento
contra helmintos em animais sao o alho e a horteld, que possuem uma infinidade de

beneficios ao organismo além de sua acao vermifuga.

7

A fitoterapia € considerada uma medicina alternativa, podendo servir de
opcao para o meédico veterinario como uma forma de tratamento, avaliando as

vantagens do medicamento alopatico e do fitoterapico e as condicées do paciente’.

As infecc¢des por parasitas intestinais séo reflexos das condigbes de vida da
populacdo tanto de animais quanto do ser humano, estando intimamente
relacionado com o subdesenvolvimento e a pobreza, constituindo importantes
entidades morbidas por ter ampla distribuicdo geografica e muitas vezes elevados

indices de prevaléncia®.

Diante das consequéncias socioecondmicas, os indices das doencas
parasitarias aumentam na populacdo devido ao uso restrito dos medicamentos
alopéticos, por ndo serem acessiveis as muitas comunidades distantes de centros
comerciais ou postos publicos de distribuicdo de medicamentos®, ou ainda os
parasitos podem apresentar resisténcia aos medicamentos anti-helminticos pelo uso
frequente®. A partir deste contexto, pesquisas relacionadas as propriedades
terapéuticas de plantas medicinais contra infeccbes parasitarias no homem e
animais podem servir como uma alternativa viavel de tratamento e minimizar alguns

dos problemas socioeconémicos da populacdo®

O alho (Allium sativum) e a horteld (Mentha sp.) sdo usados como plantas
medicinais ha séculos por possuirem substancias que trazem muitos efeitos
benéficos para a saude humana e animal, aléem de serem utilizados muito na
alimentacdo como condimentos e produtos comerciais. Dentre esses efeitos, tanto o
alho como a horteld agem e ajudam no trato gastrointestinal, facilitando assim a

digestéo, e também sdo muitos utilizados em individuos com infec¢des respiratorias,



14

inflamacdes, e contra verminoses, entre outras afec¢cdes. Mesmo sendo de origem
natural e trazerem muitos beneficios, o alho e a horteld tem que ser usados de forma
cautelosa em algumas situacdes como individuos alérgicos aos componentes
guimicos dos mesmos, associacdes com outras plantas, e quantidade utilizada, pois
isso pode potencializar seu efeito e causar alguns desequilibrios no organismo e

intoxicacoes.

O Allium sativum e a Mentha sp. sdo duas espécies utilizadas de forma ampla
por possuirem alguns principios ativos que agem contra uma série de enfermidades.
Uma das acbes € agir contra alguns parasitas intestinais, tanto de humanos quanto
de animais, por terem efeito de vermifugo natural. Alguns estudos mostraram que a
atividade antiparasitaria da alicina, principal constituinte do alho, em parasitas do
homem e de animais, € evidenciada contra Entamoeba histolitica, Ascaris
lumbricoides, Giardia lamblia, entre outros parasitas intestinais. E contra alguns

fungos como, Candida albicans e Aspergillus furmigatus®®.

Os principios ativos das plantas sdo produzidos e armazenados durante seu
crescimento, e a concentracdo desses agentes quimicos variam conforme a regido
do vegetal que é utilizada para a extracdo (folhas, caule, raizes, etc.)” Os métodos
de extracdo dos principios ativos do alho e da horteld influenciam muito no seu
poder de acdo, sendo assim, tem que ser analisada a melhor forma de extrai-los
para que se obtenha os mesmos em maior quantidade e modifica-los 0 menos

possivel durante o processo extrativo, o qual caracteriza a finalidade desse trabalho.
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2 OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

e Comparar trés extratos de horteld (Mentha sp.) e alho (Allium sativum) obtidos

por diferentes métodos de extragéo.

2.2.0bjetivos especificos

e Realizar levantamento bibliografico sobre plantas com acdo anti-helmintica

em animais.

e Caracterizar os extratos hidroalcoolicos e aquoso de hortela obtidos por

maceracao cinética e decocc¢ao.

e Caracterizar os extratos hidroalcoolicos e aquoso de alho, obtidos por

maceracao cinética e decocc¢ao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.Plantas que séo utilizadas como anti-helminticos em animais

As infeccBes por parasitas intestinais sao reflexos das condi¢des de vida da
populacdo tanto de animais quanto do ser humano, estando intimamente
relacionado com o subdesenvolvimento e a pobreza, constituindo importantes
entidades morbidas por ter ampla distribuicdo geografica e muitas vezes elevados

indices de prevaléncia®.

Diante das consequéncias socioecondmicas, 0s indices das doencas
parasitarias aumentam na populacdo devido ao uso restrito dos medicamentos
alopéticos, por ndo serem acessiveis as muitas comunidades distantes de centros
comerciais ou postos publicos de distribuicdo de medicamentos®, ou ainda os
parasitos podem apresentar resisténcia aos medicamentos anti-helminticos pelo uso
frequente®. A partir deste contexto, pesquisas relacionadas as propriedades
terapéuticas de plantas medicinais contra infec¢cdes parasitdrias no homem e
animais podem servir como uma alternativa viavel de tratamento e minimizar alguns

dos problemas socioeconémicos da populacao®.

Ha diversas espécies de plantas com atividade anti-helmintica em animais, a
familia Lamiaceae e Liliaceae, que sdo as familias da hortelda e do alho
respectivamente, entram no grupo de plantas com tal atividade. Dentre essas
espécies de plantas serdo citadas a seguir algumas que possuem efeito anti-

helmintico.

A administracdo de 0,04 mL/g da infusdo das folhas secas de Solanum
lycocarpum L. (Solanaceae) por via intragastrica em camundongos, tem um efeito
significativo na eliminacdo de Aspiculuris tetraptera. Considera-se que 0sS
glicoalcaldides e agliconas nos extratos possam afetar a reproducédo dos helmintos

quando a planta é ingerida®.

A planta Chenopodium ambrosioides Linn. (Chenopodiaceae) mostrou
atividade molusquicida contra o caracol da espécie Biomphalaria glabrata

hospedeiro de Schistosoma mansoni®

O extrato de Spigelia anthelmia Linn. (Loganiaceae) foi avaliado em cinco
concentracbes diferentes (3.1, 6.2, 12.5, 25 e 50 mg/mL) contra Haemonchus

contortus. Foi verificado que a concentracdo de 50mg de acetato de etila inibiu 100%
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dos ovos de incubagdo e 81.2% do desenvolvimento larval desse parasita. E o
extrato metanolico inibiu 97.4% dos ovos de incubacdo e 84.4% das larvas em
desenvolvimento. A partir desses resultados foi sugerido que a utilizacdo de S.
anthelmia pode servir no controle de nematédeos gastrintestinais de pequenos

ruminantes?.

Algumas plantas com efeito anti-helmintico em cdes e gatos: Guandu
(Cajanus cajan) com sal e mel, ou apenas a sua decoc¢édo'!, 6leo da Erva-Santa
(Chenopodium ambrosioides) contra Toxascaris leonina e Toxocara canis'?, a casca
do Mamao (Carica papaya) e suas folhas®, a Grama (Agropyron repens beauv L) e a

Nogueira (Juglans regia L)*.

A acado ovicida do extrato aquoso da Punica granatum (Romda) contra
nematoides gastrointestinais de ovinos, obteve o maior percentual de inibicdo de
eclosédo de ovos na diluicdo de 12% onde em total de 87 ovos 64% foram inibidos.
Foi sugerido que o extrato foi eficaz no tratamento in vitro do nematoide

gastrointestinal Haemonchus contortus™*

A utilizacdo de plantas em animais com finalidade anti-helmintica deve levar
em consideracao varios fatores para determinar sua eficacia como, principios ativos,
tais como parte da planta utilizada, forma de extracdo, concentragcdo/dose, via de
administracdo, espécie animal infectada, espécie do parasita® tempo de tratamento
e associacdo com outras plantas, pois uma mesma planta pode ser utilizada para o
tratamento de varias doencas ou varias plantas de espécies diferentes podem ser

combinadas para tratar uma Unica infecgéo™.

Verifica-se que muitas plantas possuem o efeito anti-helmintico tdo eficiente
qguanto o uso de vermifugos comerciais, porém algumas espécies animais, de
parasitas e de plantas, necessitam de estudos mais detalhados e a adequada
comprovacao de tal eficiéncia, pois é necessario saber como fazer, quando e quanto
pode ser utilizado das substancias da planta para o bem-estar animal e para ser de

facil acesso e preparagdo para a populacdo que deseja utiliza-la.

3.2.Caracteristicas das duas plantas pesquisadas: alho e hortela

O alho (Allium sativum) teve origem na Asia, pertence a familia Liliaceae, é

composto por bulbo (cabeca), bulbilhos (dentes), envolvido por uma tunica branca
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por vezes rosada recobrindo-o todo, e suas folhas sdo compridas sem inervagéao.
Embora seja originario de clima temperado, é cultivado no mundo inteiro’. O
principal componente quimico dessa planta € a Alicina que é responsavel por varios

efeitos terapéuticos.

O Allium sativum é utilizado desde a antiguidade como recurso terapéutico
para o tratamento de feridas, doencas pulmonares, problemas digestivos, e entre
outras doencas. Sua eficacia contra enfermidades é demasiadamente extensiva’,
sendo considerada uma das plantas medicinais que mais traz beneficios ao
organismo. Tal eficacia depende da parte da planta que é utilizada, principalmente

do bulbo onde ha maior concentracdo dos principios ativos.

7

O alho ndo é somente comercializado in natura, pois também h& varios
subprodutos do mesmo, como: 6leo de alho, alho em p6, alho frito, alho triturado, e
alicina. Esses subprodutos podem ser utilizados tanto como condimento quanto para

efeito terapéutico.

A horteld (Mentha sp.) é originaria da Europa, Asia e Africa. Pertence a familia
Lamiaceae, € caracterizada como uma planta vivaz, aroméatica, anual, de 30 a 60 cm
de altura, caule violaceo, ramificados, folhas opostas, oval-lanceoladas, serreadas,
cor verde-escura, levemente aveludada, flores lilases ou azuladas, dispostas em
espigas terminais®®. O principal componente quimico é o 6éleo essencial que contém

diversas substancias.

Assim como o alho a horteld é utilizada h& séculos pela humanidade como
planta medicinal, por possuir acdo contra varias enfermidades, além disso € muito
utiizada também como condimento, por ser uma planta aromética de sabor
agradavel e com efeito refrescante. Para obter tal efeito seja na terapia como na
culinaria a parte da planta que é mais usada s&o suas folhas®®, onde se obtém em

maior quantidade os principios ativos. Essa planta também é comercializada em

subprodutos, como 0leos, hidrolatos, sachés de ch4, entre outros.

3.3.Composicao quimica do alho (Allium sativum) e horteld (Mentha sp.)

O alho e a horteld s&o utilizados como plantas medicinais por serem
constituidos de varios compostos quimicos que auxiliam no tratamento de diversas

doencas.
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O principal componente quimico do alho é a Alicina (derivado do enxofre) que
confere as caracteristicas organolépticas do mesmo (cheiro e sabor) e é responsavel
por sua acdo farmacolégica. Em sua composicdo quimica também encontramos
vitaminas (A, B2, B6, C), aminoacidos, ferro, iodo, selénio, cobre, célcio, potassio,
fosforo e enzimas, conferindo-lhe alto valor nutricional e diversos beneficios ao

organismo’*’.

O alho possui efeito anti-hipertensivo, antioxidante, imunoestimulante,
antifangico, anti-protozoario, anti-neoplasico, antimicrobiano, anti-parasitario (anti-
helmintico), repelente e atua no sistema cardiovascular'’- Acredita-se que a maioria
dessas propriedades se devem a riqueza de substancias sulfurosas na composi¢cao

do alho.

O alho vem sendo utilizado no tratamento de animais como agente anti-
helmintico, controlando endoparasitas por meio da acdo dos componentes presentes
nessa planta e favorecendo a taxa de passagem dos alimentos no trato

gastrointestinal devido & quantidade de 6leo presente neste fitoterapico™®.

O principal componente quimico da horteld é o 6leo essencial que contém
mentol, mentona, mentofurano (acdo hepatotoxica), acetato de mentilo, limoneno,
terpenos, entre outros. Contém também flavondides, &cidos fendlicos, colina,

cetonas, vitaminas C e D, minerais, carotendides, entre outras substancias?®.

A horteld possui efeito aromatico, antiespasmaodico, colerético, carminativo,
digestivo, antiemético, obstipante, vermifugo, expectorante, antiinflamatdrio,
antiséptico, antifungico, anestésico tépico (principalmente de mucosas) e
antipruriginoso®®. Além de ser muito utilizada comercialmente como chicletes,
colutérios, pasta de dentes, entre outras utilidades, por ter componentes que

conferem efeito refrescante e com sabor agradavel.

A hortela tem um potencial anti-helmintico, porém ainda n&o se sabe ao certo
qual das diversas substancias presentes nessa planta possui tal efeito, ou se € uma

combinagdo dos mesmos que proporciona a agao contra 0s vermes.
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3.4.Uso fitotergpico do alho (Allium sativum) e da horteld (Mentha sp.)

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), planta medicinal é
qualquer planta que possua em um de seus 6rgados ou em toda planta substancias
com propriedades terapéuticas ou que sejam ponto de partida na sintese de
produtos quimicos ou farmacéuticos®®. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Portaria 06/95 ANVISA) fitoterapico pode ser definido como “Todo
medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se, exclusivamente,
matérias primas ativas vegetais com a finalidade profilatica, curativa ou para fins de
diagndstico, com beneficio para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade; € o produto final acabado, embalado e rotulado. Na sua preparacao
podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos pela legislacdo vigente.
Ndo podem estar incluidas substancias ativas de outras origens, ndo sendo
considerado produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de origem

vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas” **.

O alho e a horteld sdo utilizados de varias formas como fitoterapico em
animais®. Foi avaliada a eficiéncia do alho desidratado adicionado & mistura mineral
em bovinos, na concentracdo de 2% fornecido ad libitum no controle de carrapato,
mosca-dos-chifres e nematdédeos gastrintestinais, tendo se observado reducéo
média de 47,3% no numero de ovos por grama de fezes (OPG) do grupo tratado, em
relacdo ao grupo controle, ndo houve eficacia no controle de carrapatos e dos

nematddeos em bovinos??.

A utilizacdo de uma dose de 180 ml de extrato aquoso de alho influencia no
controle de endoparasitas no sistema gastrointestinal de ovinos, quando comparado
com animais que nao foram tratados com o fitoterapico, porém ndo se mostrou muito

eficiente levando em conta o tempo de tratamento®.

Neves e Rodrigués®* demonstram a eficiéncia do alho quando manipulado a
partir do bulbo da planta e 6leo de soja, macerado e aquecido uma hora antes da
ordenha, no tratamento de mastite de vacas no periodo reprodutivo, diminuindo

eficientemente a infecgéo.

Um estudo feito com novilhas da raca Holandesa demonstrou que o uso de

120g de extrato aquoso de alho é indicado para o controle parcial de nematédeos
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gastrintestinais, o que se deve pela melhor estabilidade da alicina no meio aquoso,
além da facilidade na administracéo e pouca rejeicdo dos animais ao extrato®.

Trés dentes de alho, 50 ml de aguardente e 500 ml de agua, mostrou-se

eficaz para o tratamento de diarreia em bezerros’.

A adicao de leite as folhas trituradas de Mentha villosa € utilizada para o

tratamento de verminoses em criancas®.

O hidrolato de Mentha villosa Huds. mostrou-se efetivo no controle de larvas

de nematoides gastrintestinais de bovinos em teste in vitro?’.

Estes métodos de utilizacdo de alho e hortela como fitoterapicos demonstram
sua ampla utilizacdo e eficicia contra algumas enfermidades de diferentes espécies.

3.5.Métodos de extracdo dos principios quimicos das plantas

As praticas relacionadas ao uso popular de plantas medicinais sdo o que
muitas comunidades tém como alternativa viavel para o tratamento de doencas ou a
busca pela manutencéo da satde?®. O uso popular é passado por varias geracoes,
porém pode ir se perdendo ao longo do tempo por conta da influéncia da medicina

moderna e da industria farmacéutica.

O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta exige o
preparo correto, ou seja, para cada parte a ser usada, grupo de principio ativo a ser

extraido ou doenca a ser tratada, existe forma de preparo e uso mais adequados?°.

Imediatamente ap6s a colheita, as plantas medicinais devem ser
comercializadas, consumidas ou secas (droga vegetal), objetivando-se minimizar as
perdas no teor e na composicdo dos principios ativos, pois a partir do momento da
colheita, inicia-se um processo de degradacdo devido ao aumento da atividade
enzimatica, que leva também a degradacéo dos principios ativos®.

Segundo um trabalho feito por Pinto et al.?®

, a folha é a parte do vegetal
significantemente mais utilizada na medicina caseira, seguida por raizes, flores,
planta inteira, casca, bulbo, sementes entre outros. A forma de preparagdo mais

utilizada é o cha, por decoccgéo.
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Para extrair os principios ativos das plantas e ter um efeito terapéutico eficaz,

tem que ser levado em consideragéo qual destes principios deseja-se obter levando

em conta a parte da planta que sera utilizada, forma de extracdo, concentracdo dos

principios, via de administracédo e tempo de tratamento.

Alguns métodos caseiros de extracéo sdo®:

Infusdo que é feito com agua (solvente) fervida, onde € mergulhado o
gue deseja utilizar da planta em uma quantidade determinada, tampa-

se o recipiente e deixa abafado durante alguns minutos;

Decoccdo que é feito com a parte que deseja utilizar da planta
mergulhados em um recipiente com agua (solvente) e levado ao fogo

até ferver, mantendo o cozimento por alguns minutos;

Maceracgéo onde tritura-se uma certa quantidade do que deseja utilizar
da planta para aumentar a superficie de contato, e coloca agua, azeite

ou vinagre (solventes) e deixa em repouso por algumas horas ou dias;

Tintura que consiste na utilizacdo de solventes (&lcool, vinagre, etc.)
que sera colocado sobre a planta triturada em um vidro escuro e
agitada durante alguns dias, e ap0s esse periodo a solucao sera coada

e colocada mantida em um vidro escuro para ser utilizada.

Os métodos descritos acima também podem ser utilizados pela industria

farmacéutica, e serdo citados a seguir outros métodos que sao feitos em laboratérios

para a extracdo dos principios ativos dos fitoterdpicos, sao eles: percolacéo,

turbolise, contra-corrente, fluido supercritico, e sohxlet®®, que sdo métodos feitos em

equipamentos especificos.

Esses métodos utilizados nos laboratérios consistem em um processamento

das plantas num determinado solvente resultando em uma solugdo extrativa

contendo as substancias de interesse terapéutico.

3.6.Controle de qualidade de extratos vegetais

A eficacia de um produto natural depende da qualidade da matéria prima

utilizada e do processo de extracéo.
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A producdo de fitoterapicos envolve um processo interdisciplinar,
multidisciplinar e interinstitucional e abrange diversas etapas. Uma destas consiste
no emprego de métodos analiticos para quantificacdo e controle dos marcadores
quimicos ou farmacologicos, presentes tanto na matéria-prima vegetal quanto no
produto intermediario e final. Devem ser realizados ensaios fitoquimicos e
farmacoldgicos. Esses métodos permitem a avaliagdo de sua qualidade, eficicia

terapéutica e seguranca®'.

3.6.1. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia € um processo de separacdo. Ela esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interagdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a movel fase
estacionaria.

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de substancias
separadas, por comparacdo com padrées previamente existentes, para a purificacao
de compostos, separando-se as substancias indesejaveis e para a separagdo dos
componentes de uma mistura.

De acordo com o sistema cromatogréfico, a cromatografia pode ser:

e Cromatografia em coluna — cromatografia liquida (CL); cromatografia gasosa

(CG); cromatografia supercritica (CSC);

e Cromatografia planar - cromatografia em papel (CP); cromatografia em
camada delgada (CCD).

A cromatografia em camada delgada (CCD) a qual foi utilizada para
caracterizacdo dos extratos no presente trabalho, € um método de isolamento
simples, rapido, e que possibilta melhor identificacdo e quantificacdo de

substancias®.

3.6.2. Quantificacdo de flavonoides

A espectrofotometria € uma das principais técnicas utilizadas para a analise
de flavonoides. Esta técnica alcanca grande destaque devido a sua simplicidade,
baixo custo e ampla disponibilidade nos laboratorios de controle de qualidade.
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Um dos maiores desafios da espectrofotometria para andlise de matrizes
complexas como 0s extratos vegetais, é a leitura do grupo quimico desejado sem a
interferéncia de outras substancias quimicas que podem estar presentes. Desta
forma, para obtencédo dos espectros dos flavonoides sem a interferéncia de outros
compostos fendlicos, comumente se emprega o método colorimétrico com cloreto de
aluminio (AICI3) para tratamento das amostras a serem analisadas. Isto porque o
cation Als* forma complexos estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides,
ocasionando um deslocamento dos seus maximos de absorcdo para regifes de
maior comprimento de onda, desta forma, apos reacdo de complexacdo com cloreto
de aluminio estariamos realizando a leitura somente dos flavonéides®.

No doseamento por espectrofotometria € necessario um padréo. A quercetina
€ uma substancia que serve como um marcador especifico para os flavondides.
Assim, € possivel obter uma curva de calibragdo com solu¢des de quercetina e a
partir desta curva obter as concentracbes de flavondides totais expressos como
quercetina presentes nos extratos>".

Os flavonoides exibem uma variacdo de funcdes biolégicas e possuem um
papel importante na interacdo entre as plantas e o seu meio ambiente. Os
flavonoides protegem as plantas contra a radiacao ultravioleta, contribuem para a
beleza das flores e frutos, estando relacionados na sua coloragéo (exceto o verde),
alguns possuem acdao inseticida protegendo a planta contra insetos (isoflavondides),
outros participam de associacfes simbidticas com bactérias e parasitas. Os
flavonodides estdo amplamente distribuidos em todas as plantas terrestres,
estimando-se que sejam conhecidas cerca de 4000 substancias™.

Possuem atividade antioxidante, antinflamatoria, antiviral e antitumoral, ou
seja, possuem funcdo protetora e de tratamento de doencas degenerativas

mediadas por estresse oxidativo entre outras funcdes no organismo>*.



25

4 MATERIAL E METODOS
4.1.Material vegetal

Alho in natura e hortela fresca foram obtidos em comércio local na zona Sul
da cidade de S&o Paulo. Apés obtencdo os produtos foram higienizados e

preparados para a realizacdo dos ensaios de caracterizacao e extragao.

O alho foi triturado em gral para facilitar a extragéo, e a hortela fraccionada.

Figura 1 — material vegetal: (A) alho e (B) hortela

Fonte: Arquivo pessoal

4.2.Métodos utilizados para a extracao dos principios ativos

Foram utilizados trés métodos de extracdo para a obtencdo de solucbes

extrativas de alho e hortela:
e Extrato aquoso obtido por maceracao cinética.
e Extrato aquoso obtido por decocgéo
e Extrato hidroalcodlico obtido por maceracéo cinética.

Os ensaios foram realizados no laboratério LESIFAR da Universidade de
Santo Amaro.
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4.2.1. Extrato aquoso por maceragao cinética

Para a preparacdo do extrato aquoso de alho, os dentes de alho foram
debulhados e descascados e os bulbilhos triturados com gral e pistilo. Apos
trituracdo foram pesados aproximadamente 10g de alho e o volume completado com

agua destilada para 100mL em erlenmeyer.

Figura 2 - Alho triturado com gral e pistilo  Figura 3 — pesagem do alho em balanc¢a analitica

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

Para a preparacdo do extrato aguoso de horteld, apés higienizacdo, foram
pesadas aproximadamente 10 g de folhas e o volume completado para 100mL. Os
recipientes (erlenmeyer) contendo o material foi levado para agitador mecéanico do

tipo “shaker” e a extragao foi realizada a 25°C sob agitacdao a 200rpm por uma hora.

Figura 4 — Erlenmeyer contendo os extratos Figura 5 — Agitador mecéanico “shaker”

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal
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Ao concluir o processo, o extrato foi filtrado e armazenado em frasco de vidro

ambar de 60ml para realizacdo dos ensaios.

4.2.2. Extrato hidroalcoolico por maceracao cinética

Para a preparacdo dos extratos hidroalcoolicos foram pesados 10g do alho
previamente debulhado, descascado e triturado e das folhas de hortela. Este
material foi colocado de forma separada em recipientes do tipo erlenmeyer e o

volume completado para 100mL com etanol 70%.

O extrato foi obtido por maceracédo cinética em agitador mecanico do tipo

“shaker” durante uma hora a 25°C e 200rpm.

ApoOs extracdo as solucdes extrativas serdo filtradas e armazenadas em

frascos de vidro ambar para a realizacdo dos ensaios de caracterizacao.

Figura 6 — Armazenamento dos extratos em frasco ambar

Fonte: Arquivo pessoal

4.2.3. Extrato aquoso por decoccéao (Decocto)

Para a preparacdo dos decoctos foram pesados 10g do alho previamente
debulhado, descascado e triturado e das folhas de hortela. Este material foi colocado
de forma separada em bécquer de vidro e o volume completado para 100mL com

agua destilada e levado até fervura por 3 minutos em chapa aquecedora.
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4.3.Caracterizacao dos extratos

A caracterizacado é feita para poder padronizar os extratos e identificar as
substancias desejadas, para quantifica-las e identifica-las através de métodos e

reagentes especificos para cada componente quimico.

Os extratos foram caracterizados por cromatografia em camada delgada de
forma a se obter um perfil cromatografico e através de suas caracteristicas fisicas.
Foram medidos o pH e a densidade relativa e em seguida foi realizada a

quantificacdo de flavonoides totais por espectrofotometria.

4.3.1. Caracteristicas fisicas
pH

A acidez ou alcalinidade de uma amostra € determinada através da medida
do pH. Esta caracteristica fisica esta relacionada com a permeabilidade através de

membranas e a absor¢do de uma substancia no organismo®.

O pH dos extratos foi determinado utilizando potenciébmetro previamente
calibrado com solu¢cfes tampéo pH 4,0 e pH 7,0. As medidas foram realizadas em

duplicata®.

Figura 7 — Determinacé&o do pH utilizando potenciémetro

Fonte: Arquivo pessoal

Densidade aparente

A densidade aparente do extrato foi calculada utilizando método do

picndmetro. Um picndmetro previamente tarado foi preenchido com o liquido padrao
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(agua destilada) e pesado. O picnémetro foi lavado com o extrato, preenchido com
este e pesado. A partir destes dados foi calculado a densidade aparente visual.

4.3.2. Perfil cromatografico

O perfil cromatogréfico foi obtido por cromatografia em camada delgada em
cuba de vidro saturada e sistema ascendente de acordo com Wagner H,*" com as

seguintes caracteristicas:

e Fase movel: diclorometano

e Fase estacionaria: Placas de silica gel GF254 em suporte acrilico.
e Tamanho da placa: 20cm x 20cm

e Percurso: 10cm

e Aplicacdo das amostras: tubo capilar

e Visualizacdo em luz ultravioleta

e Reagente de visualizacao: Vanilina sulfurica.

Figura 8 - Cromatografia em camada delgada em cuba de vidro saturada

3
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Fonte: Arquivo pessoal

4.3.3. Doseamento de flavonodides

Os flavondides totais presentes nos extratos foram quantificados por
espectrofotometria através de reacdo com cloreto de aluminio a 5% e leitura a

425nm, utilizando quercetina como padrao®.
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Figura 9 — Espectrofotdémetro Figura 10 — Amostras preparadas para espectrofotometria

VT Ty

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

4.3.3.1 Preparacao da curva padréo

Para a quantificacdo de flavonodides totais foi utilizada uma solugcdo de
guercetina 1mg/ml como padrdo. A partir desta solucdo foram preparadas solucdes
de quercetina a 0,8mcg/ml, 1,6 mcg/ml, 2,4 mcg/ml, 3,2mcg/ml e 4mcg/ml.

Com a solucéo de 0,8mcg/ml foi determinado o comprimento de onda méaximo
(aquele no qual devem ser realizadas as leituras) apds complexacao com cloreto de
aluminio.

A partir das leituras de absorbancia das solu¢des de quercetina complexadas
com cloreto de aluminio obteve-se uma curva padréo e a partir da equacéo da reta
desta curva foi determinada a concentracdo das amostras.

Preparacao das amostras:
Para a leitura da absorbancia das amostras foi realizado o procedimento a seguir:

e Amostras de extrato de hortelda: Foi retirada uma aliquota de 0,5mL do
extrato, adicionou-se 0,5mL de solucéo etandlica de cloreto de aluminio a 5%
e completou-se o volume para 5mL.

e Amostras de extrato de alho: Foi retirada uma aliquota de 2mL de cada
extrato, adicionou-se 1mL de solucéo etandlica de cloreto de aluminio a 5% e
completou-se o volume para 5mL.

Determinagéo do teor de flavonoides totais:
O teor de flavonoides totais foi calculado substituindo a absorbéncia das

amostras na equacao da reta de calibragéo (figura 15).
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5 RESULTADOS
5.1.Caracteristicas fisicas dos extratos

Os extratos obtidos pelos diferentes métodos de extragdo apresentaram
caracteristicas de cor diferentes, como observa-se na figura 11 e 12.

Figura 11 — Obtencéo dos extratos de hortel&: (A) Extrato aquoso; (B) Extrato

hidroalcoolico; (C) Decocto

P |

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 12 - Obtencéo dos extratos de alho: (D) Extrato aguoso; (E) Extrato

hidroalcoolico; (F) Decocto

Fonte: Arquivo pessoal

As caracteristicas fisicas dos extratos estdo apresentadas na tabela a seguir:

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas dos extratos preparados

ENSAIO pH DENSIDADE COR
Horteld (aquoso) 5,52 0,790 Avermelhado
Hortela (hidroalcoolico) 6,90 0,768 Verde
Hortel& (decocto) 6,39 0,784 Amarelo
Alho (agquoso) 5,8 0,713 Branco turvo
Alho (hidroalcoolico) 7,04 0,711 Incolor

Alho (decocto) 6,03 0,800 Levemente amarelo
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5.2.Perfil cromatografico dos extratos

O sistema cromatografico e o tempo de realizagdo do ensaio estédo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Sistema cromatografico utilizado para os extratos de alho e hortela

SISTEMA CROMATOGRAFICO

Tipo de adsorvente Silica gel GF254
Sistema solvente Diclorometano
Tamanho da placa 20cm x 20cm
Suporte Placa de acrilico
Saturacao da cuba Cuba saturada
Percurso 10 cm

Tempo gasto 60 minutos
Visualizagdo Luz ultravioleta
Revelador Anisaldeido sulfarico

5.2.1. Resultado da analise cromatografica

No quadro 1 e 2 apresenta-se a distancia que as manchas percorreram
durante o ensaio (Rf), e na figura 13 e 14 ilustra-se o perfil cromatogréfico.

Quadro 1 - Distancia (Rf) e caracteristica de coloracdo das manchas do
sistema cromatogréafico da horteld

Luz Ultravioleta Revelador
Hortela Hortela Hortela Hortela Hortela Hortela
(Aquoso) | (Hidroalcoolico (Decocto) | (Aquoso) | (Hidroalcoolico) | (Decocto)
Rf
0,09 Marrom Marrom Marrom Marrom Marrom Marrom
0,14 Marrom Marrom Marrom
0,18 Azul
0,25 Marrom Marrom
0,54 Violeta
0,70 Violeta Violeta Violeta
0,94 Azul Azul
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Quadro 2 — Distancia (Rf) e caracteristica de coloragcdo das manchas do
sistema cromatografico do alho

Luz Ultravioleta Revelador
Alho Alho Alho Alho Alho Alho
(Aquoso) | (Hidroalcoolico | (Decocto) (Aquoso) | (Hidroalcoolico) | (Decocto)

Rf

0,13 Azulada

0,20 Azulada

0,24 Violeta

0,45 Violeta Violeta

0,50 Azul Azul

Figura 13 — Perfil cromatografico da hortelad e alho visualizado na luz
ultravioleta: (A) horteld aquoso; (B) hortelad hidroalcoolico; (C) horteld decocto;
(D) alho aquoso; (E) alho hidroalcoolico; (F) alho decocto.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 14 — Perfil cromatografico da horteld e do alho com revelador
anisaldeido sulfarico: (A) horteld aquoso; (B) horteld hidroalcoolico; (C) hortela
decocto; (D) alho aquoso; (E) alho hidroalcoolico; (F) alho decocto.

Fonte: Arquivo pessoal
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5.3.Quantificacao de flavondides totais

Na figura 15 apresenta-se a reta de calibragéo obtida a partir de solucdes de
quercetina em diferentes concentracdes apds complexag¢do com o cloreto de
aluminio. Na figura também se apresenta a equacao da reta que € utilizada para

quantificacdo dos flavonoides.

Figura 15 - Reta de calibragcdo para quantificacdo de flavondides totais
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Fonte: Arquivo pessoal

Equacédo dareta: Y =916,41 X + 0,0421
Sendo que:

Y = absorbéncia

X = concentracao

Portanto:

absorbancia — 0,0421
916,41

concentragao =



Na tabela 3 apresenta-se a concentracao de flavonoides presente nos
extratos de alho e horteld, e na tabela 4 apresenta-se a concentracédo dos

flavonoides totais presentes nas folhas de horteld e dos bulbilhos de alho.

Tabela 3 — Concentracdo dos flavondides presentes nos extratos
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Extrato Absorbéancia Diluicéo Concentracao no extrato
(mg/ml)
Hortela Aquoso 0,215 10 1,89
Horteld Hidroalcoolico 0,618 10 6,28
Horteld Decocto 0,226 10 2,01
Alho Aquoso 0,141 2,5 0,27
Alho Hidroalcoolico 0,522 2,5 1,31
Alho Decocto 0,1 2,5 0,16

Tabela 4 — Concentracao de flavondides totais presentes nas folhas de hortela

e nos bulbilhos do alho

Extrato Concentracao do extrato

(g planta/ mL de extrato)

Concentracéo na

planta (%)

Horteld Aquoso
Horteld Hidroalcoolico
Horteld Decocto

Alho Aquoso

Alho Hidroalcoolico

Alho Decocto

0,063
0,058
0,053
0,161
0,200
0,500

2,97
10,89
3,81
0,17
0,65
0,03




A concentracado de flavondides totais das plantas obtidas nos diferentes

extratos esta representada na figura a seguir:

Figura 16 - Teor de flavondides totais em folhas de horteld e bulbos de alho
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6 DISCUSSAO

Extratos de plantas sdo uma alternativa para o tratamento de verminoses em
animais, porém esta area é ainda pouco explorada e sdo necessarias mais
pesquisas para determinar sua eficacia. O levantamento bibliografico de plantas
utilizadas como anti-helminticos em animais mostra diferentes espécies de plantas
utilizadas em diferentes espécies animais, como no trabalho feito por Cruz (2008)®
que utilizou infusdo de folhas secas Solanum lycocarpum L. (Solanaceae) em
camundongos e verificou a eliminacdo de Aspiculuris tetraptera (nematédeo de
ratos). Em um trabalho feito por Assis (2003)* verificou-se que extrato de Spigelia
anthelmia Linn. (Loganiaceae) na concentracdo de 50mg de acetato de etila inibiu
100% dos ovos de incubacdo de Haemonchus contortus em pequenos ruminantes.
E o extrato metandlico inibiu 97.4% dos ovos de incubacédo. Um outro trabalho feito
por Carmo (2013)'*, mostra que o extrato aquoso da Punica granatum (Roma)
contra nematoides gastrointestinais de ovinos na concentragdo de 12% pode ser

eficaz no tratamento in vitro do nematoide gastrointestinal Haemonchus contortus.

Um ponto a ser considerado é que durante a pesquisa bibliografica
relacionada ao uso de alho e horteld constatou-se que a maioria dos artigos
publicados se referem a bovinos e pequenos ruminantes. Alguns dos resultados
obtidos através da utilizacdo anti-helmintica do alho e da horteld mostraram-se
eficazes tanto in vitro quanto in vivo, como no trabalho feito por Nascimento (2009)%’
onde verificou-se que o hidrolato de Mentha villosa Huds. mostrou-se efetivo no
controle de larvas de nematoides gastrintestinais de bovinos em teste in vitro. E no
trabalho feito por Parra (2014)*, mostra que a atividade anti-helmintica do alho foi
parcialmente eficaz contra nematédeos em bovinos com 120g de alho em extracéo

aguosa no teste in vivo.

Pesquisas realizadas com hortelda e alho mostram a atividade anti-helmintica
destes produtos (Santos 2012%* Parra 2014%°; Nascimento 2009%"). Cada uma
destas pesquisas, porém, utiliza produtos diferentes, seja o 6leo essencial, hidrolato
(extrato aquoso), extrato etandlico entre outros, com resultados positivos ou nao.
Estes extratos sdo também utilizados na medicina popular de formas diversas, como
por exemplo, infusdo e decoccao. A questao € se estes produtos sdo semelhantes e

qual teria o melhor efeito terapéutico.
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7

Para se obter um produto fitoterapico eficaz é necessario padronizar a
preparacdo dos extratos. Neste trabalho foram preparados trés tipos de extratos
para cada matéria prima (alho e horteld), estes foram caracterizados em relacdo ao
pH e densidade como caracteristicas fisicas, e cromatografia e espectrofotometria
para analisar os componentes quimicos. Os resultados obtidos através da
determinacdo do pH dos extratos revelam que o mesmo esta ao redor de 6,0 e 7,0,
sendo assim considerados biocompativeis®®. A densidade de todos os extratos
obtidos mostra-se muito semelhante entre eles.

O perfil cromatografico em camada delgada € um ensaio que permite separar
0Ss constituintes do extrato vegetal. Assim, podem ser utilizados sistemas para
determinados grupos quimicos. Como 0 grupo quimico responsavel pela acdo anti-
helmintica do alho e horteld ainda nao foi muito bem definido, optou-se por realizar o
perfil cromatografico para observagdo de flavondides como descrito por Wagner
(2009)*" e Oliveira (2010)*.

O perfil cromatografico das folhas de hortelda em extrato hidroalcoolico
mostrou um maior nimero de manchas, tanto na observacdo sob luz ultravioleta
quanto apos a revelacdo com anisaldeido sulfurico como apresentado na figura 13 e
14, isto indica que o extrato apresenta um maior numero de flavondides e se
mostrou muito semelhante ao perfil cromatogréfico obtido por Wagner (2009)*”.Foi
este extrato que apresentou maior teor de flavondides em relacdo aos outros
extratos, como observa-se na tabela 3 e 4, e na figura 16. O extrato aquoso e o
decocto apresentaram uma composicdo semelhante entre eles mostrando também a
presenca de flavondides.

Podemos observar no perfil cromatografico (figura 13 e 14) que a composi¢ao
em relacdo aos flavondides ndo é a mesma dependendo do solvente utilizado na
extracdo, pois as manchas ndo se apresentaram nos mesmos Rfs. No extrato
hidroalcoolico foram observadas 5 manchas apés revelacdo com anisaldeido
sulflrico e nos extratos aquosos (tanto por maceracdo como decocto) somente duas
manchas. Comparando 0s extratos aquosos tanto na observagao sob luz ultravioleta
como apos revelacdo, temos uma mancha em Rf de aproximadamente 0,7 — 0,9 de
cor azul/violeta no extrato aquoso obtido sem aquecimento (maceragédo), esta
mancha ndo aparece mais no extrato obtido por aquecimento (decocto). De acordo
com o atlas de cromatografia de Wagner H. (2009)%’, a mancha que corresponde ao

Rf 0,09 seria o mentol, substancia presente no 6leo essencial da horteld, e estaria
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presente em todos os extratos obtidos desta planta quando observados na luz
ultravioleta.

Assim, vemos que um extrato obtido por métodos diferentes pode ter uma
composicao diferente, seria importante avaliar qual destes extratos apresenta uma
melhor atividade anti-helmintica e avaliar quais as substancias presentes na hortela
com esta atividade para realizar uma padronizacdo do extrato utilizando a
substancia ativa como marcador.

No perfil cromatografico dos extratos de alho observa-se menos manchas,
porém estdo presentes nos trés extratos analisados na visualizagdo com ultravioleta,
sendo que apos revelagdo com anisaldeido sulfurico o decocto ndo apresentou
nenhuma mancha correspondente a flavondides (apresentado na figura 14), o que
pode indicar que ndo houve uma extracdo destas substancias por este método ou
que houve uma degradacdo quimica pelo calor. Nao significa, porém, que 0s
decoctos ndo extraiam outros componentes como a alicina, taninos e outros. O
extrato hidroalcoolico de alho foi o que obteve em maior concentracdo o0s
flavondides totais em relacdo aos outros extratos obtidos, estes dados estédo
apresentados na tabela 3 e 4, e na figura 16. A cromatografia mostrou que a
composicdo dos extratos obtidos por maceragdo, tanto 0 aquoso como O
hidroalcoolico apresentam a mesma composicdo em relacdo aos flavondides.
Ensaios farmacoldgicos devem ser realizados de modo a verificar se sédo estes dois
extratos os que apresentam melhor atividade anti-helmintica e se proceder a uma

padronizacao do extrato utilizado com esta finalidade.
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7 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que dependendo do método de extracdo e do
solvente utilizado a composicao dos extratos pode ndo ser a mesma, assim, a acao
farmacoldgica destes também pode ser diferente.

Utilizando flavonoides totais como marcador quimico, € o0 extrato
hidroalcoolico obtido por maceracao cinética tanto para a horteld como para o alho,
0 que apresentou maior concentracdo de flavondides totais. S&o necessarios
ensaios “in vitro” e “in vivo” para determinar a eficacia destes extratos.

A partir disso, verificamos a importancia de se realizar uma padronizacdo
fisico-quimica desses extratos, caracterizacdo de outras substéncias presentes,
determinacdo da dose, a melhor forma de administracdo, avaliar qual o tipo de
extrato com melhor atividade contra helmintos e desta forma garantir um tratamento

seguro e eficaz.
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