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RESUMO: A Mentha crispa (Lamiaceae) é conhecida popularmente como hortela-da-folha-mitda.
O extrato hidroalcodlico (EHA) de Mentha crispa, obtido do caule e da folha, possui atividade
amebicida (Entamoeba histolytica) e giardicida (Giardia lamblia) e é explorado comercialmente
na produgdo do fitoterapico Giamebil plus®. Os efeitos da administragdo oral subcrénica do EHA
de Mentha crispa foram investigados sobre a performance reprodutiva em ratos Wistar adultos.
Trés grupos de ratos machos (n=6-12/grupo) foram tratados durante 30 dias consecutivos com
EHA por via oral nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg de peso ou agua destilada (grupo controle). Em
seguida, foram determinados os indices reprodutivos, massa dos orgdos e analise morfologica do
testiculo, epididimo e ducto deferente. Os resultados mostram que, durante o periodo de tratamento,
ndo se observaram sinais de toxicidade ou morte dos animais. Os indices reprodutivos, assim
como a massa ¢ as morfologias macro e microscopica dos 6rgdos ndo foram modificados pela
administragdo subcronica do EHA. Dessa forma, conclui-se que a administragdo subcrdnica do
extrato hidroalcodlico de Mentha crispa (Giamebil plus®) ndo possui atividade contraceptiva sobre
o sistema reprodutor de ratos Wistar.

Unitermos: Mentha crispa, Lamiaceae, Giamebil plus®, performance reprodutiva, toxicologia.

ABSTRACT: “Evaluation of the hydroalcoholic extract of Mentha crispa on the reproductive
performance in Wistar rats”. Mentha crispa (Lamiaceae) is commonly known as “hortela-da-
folha-miuda”. The hydroalcoholic extract (HAE) from the leaves and stem of Mentha crispa
possesses amebicidal (Entamoeba histolytica) and giardicidal (Giardia lamblia) activity and
it is commercially used in the production of the phytoterapic Giamebil plus®. The effects of
the subchronic administration of the HAE of Mentha crispa were investigated on reproductive
performance in adult Wistar rats. Three groups of male rats (n=6-12/group) were orally treated
daily for 30 consecutive days with the HAE at doses of 0.5 and 1.0 g/kg or distilled water (control
group). Then, the reproductive indices, the organ weight and the morphologic analysis of testicle,
epididymis and vas deferens were determined. There were no signs of toxicity or deaths during the
period of treatment. Furthermore, the reproductive indices, the organ weight and the macroscopic
and microscopic morphologic analysis of the organs were not altered by subchronic administration
of the HAE of Mentha crispa. It shows that the subchronic administration of the HAE of Mentha
crispa (Giamebil plus®) did not possess contraceptive activity on the reproductive system of Wistar
rats.
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INTRODUCAO

A Mentha crispa, da familia Lamiaceae, ¢
um hibrido originario do cruzamento entre a Mentha
spicata L. e a Mentha suaveolens Ehlh (Matos, 1991).
Devido a complexidade taxonomica na identificacdo
da espécie, esta também pode ser denominada Mentha
x villosa Hudson ou Mentha spicata L. A variagdo na
nomenclatura deve-se a grande facilidade de cruzamento
interespecifico no género Mentha (Harley, 1973). Essa
espécie apresenta-se como uma planta herbacea rasteira,
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aromatica, amplamente distribuida em praticamente todo
territdrio nacional, sendo conhecida popularmente como
“hortela-da-folha-miuda”, “horteld-panela” ou “hortela-
rasteira” (Braga, 1983; Almeida, 1993).

As folhas e os caules da Mentha crispa sdo
amplamente usados na medicina tradicional por sua
propriedade antiparasitaria contra Giardia lamblia e
Entamoeba histolytica (Mello; Santana; Almeida,1985;
Borba et al., 1990; Melo et al., 1992; Santana et al.,
1992; Teixeira et al.,1996). Essa atividade culminou
no desenvolvimento do fitoterapico Giamebil plus®
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que contém como Unico principio ativo o extrato
hidroalcoolico (EHA) das partes aéreas.

Algumas espécies de Mentha, em particular
a Mentha arvensis, possuem diversos efeitos toxicos
sobre a fertilidade em fémeas (Kanjanapothi et al.,
1981, Mengue; Mentz; Schenkel, 2001) e machos, como
alteragdes da viabilidade dos espermatozoides (Mathur,
1991), auséncia de espermatozoide na cauda do epididimo,
reducdo da prole e da massa dos 6rgéos reprodutivos em
ratos (Sharma; Jacob, 1997, 2001, 2002).

Levando-se em consideragdo que ambas sdo
do mesmo género, pareceu-nos atraente investigar se
o EHA de Mentha crispa compartilha dessa atividade
contraceptiva sobre o sistema reprodutor de ratos.

METODOLOGIA
Animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus
norvegicus, com 2,5-3 meses de idade de ambos os sexos,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco.
Os animais receberam agua e dieta solida (Labina®) ad
libitum e foram mantidos sob condi¢des controladas de
iluminagdo (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (24 +
2 °C). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Pernambuco (Processo n°
23076.001798/2003-80).

Material botanico

As amostras de Mentha crispa foram cultivadas
e coletadas pelo Laboratério Hebron S.A. Industrias
Quimicas e Farmacéuticas no municipio de Caruaru,
Estado de Pernambuco, Brasil. Uma amostra do material
(exsicata de ramos floridos) foi depositada no Herbario
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco sob o numero 27312. O extrato
hidroalcodlico (EHA) foi obtido a partir das partes
acreas da Mentha crispa (100 g), sob agitagdo freqiiente
durante 4 h, com alcool a 96% (100 mL), obtendo-se
um rendimento de 20 a 28 mg/mL de residuo seco. No
extrato padronizado pelo Laboratério Hebron, através
de cromatografia em camada gasosa, cromatografia
liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa com
espectrometria de massa, foi identificada a presenga de
acidos ursoélico, caféico, rosmarinico e luteolina, bem
como do glicosideo sitosterol. Ja no oleo essencial,
comprovou-se a presenca majoritaria do composto
oxido de piperitenona, além de a-pineno, germacreno-
D, mirceno, 1,8-cineol, limoneno, p-cimeneno, carvona,
cariofileno e humuleno (Pianowski, 2000).

Em nosso laboratorio, o EHA fornecido pelo
Laboratério Hebron foi concentrado em rota evaporador,
liofilizado e armazenado em congelador a (-20 °C) até sua
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utilizagdo. O liofilo foi ressuspenso em agua destilada
em concentrac¢des variando de 10 a 20%.

Tratamento dos animais

Trés grupos (n=6-12/grupo) de ratos machos
foram tratados durante 30 dias consecutivos, por via
oral, com EHA nas doses de 0,5 ¢ 1,0 g/kg (grupos
tratados) ou agua destilada (grupo controle). Durante o
tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada
semanalmente, e os animais avaliados quanto a sinais
clinicos de toxicidade, consumo de agua e ragéo.

Do 25° ao 30° dia de administragdo, os ratos
foram transferidos para gaiolas individuais e acasalados
com fémeas ndo tratadas na propor¢do (1:1 ou 1:2).
A presenga de espermatozoides no esfregaco vaginal
indicou o sucesso da copula e foi admitido como 1° dia de
gestacdo. As ratas foram mantidas em gaiolas individuais
e apos o nascimento da prole, foram determinadas as
variaveis reprodutivas: relagdo prole/mde, indice de
fertilidade (n° de ratas prenhes/n® de ratas acasaladas),
indice de gestagdo (% de fémeas prenhes com todos os
fetos vivos), indice de viabilidade (% de sobrevida no 4°
dia de vida), indice de lactagdo (% de sobrevida no 21°
dia/ n°® de nascimento), massa corporal no 1°¢ 21° dia de
vida e observacdo de aspectos macroscopicos externos e
malformacao (Elbeticha et al., 1998).

Massa corporal dos 6rgaos e histologia

Apdsosucessodacopula, osratos foram submetidos
a eutanasia por inalagdo excessiva de éter e necropsia para
avaliagdo macroscopica externa dos 6rgaos reprodutivos.
Os testiculos, epididimo e ducto deferente foram
cuidadosamente retirados, dissecados, inspecionados
macroscopicamente ¢ determinada a massa umida em
balanga analitica e expressa em termos de massa relativa
g/100g (Vijayalakshmi; Muthulakshmi; Sachdanandam,
2000). Imediatamente apds a determinagdo da massa,
os tecidos foram imersos em liquido de Bouin e fixados
“in totum” durante 48 horas, a temperatura ambiente. As
laminas histologicas foram preparadas de acordo com
Lison (1960) e coradas em hematoxilina/eosina.

Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro
padrdo da média (epm). As diferencas entre os grupos
foram determinadas através da Analise de Variancia
(ANOVA), seguida, quando detectada diferenca, pelo teste
de Newman-Keuls. Os indices de fertilidade, gestagdo,
viabilidade e lactagdo foram analisados através do qui-
quadrado (y2). O nivel de significincia para rejeicdo da
hipoétese de nulidade foi sempre > a 5%.
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RESULTADOS

Os grupos tratados com extrato de Mentha
crispa nao apresentaram diferencas significativas na
massa corporal em relagdo ao grupo controle (Figura 1).
Durante o periodo de tratamento ndo se observou sinais
clinicos de toxicidade ou alteracdo comportamental.
Nenhuma morte foi registrada no decurso do tratamento.

Apbs o periodo de acasalamento, observou-se
que todas as fémeas levaram a prenhez a termo, sem

registro de mortes. Na tabela 1 estdo apresentadas as
variaveis reprodutivas dos grupos tratados e controle.
O extrato ndo produziu alteragdo estatisticamente
significativa em nenhuma das variaveis analisadas. Na
prole dos grupos tratados ndo se constataram alteragoes
macroscopicas externas quando comparada ao grupo
controle. O desenvolvimento pos-natal, ganho de massa
corporal e atividade geral desses grupos foram similares
ao observado com a prole do grupo controle.

As massas da genitalia acessoria (tabela 2),
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Figura 1. Efeito do extrato hidroalcodlico (EHA) obtido das folhas e caules de Mentha
crispa (0,5 e 1,0 g/kg) sobre a massa corporal de ratos Wistar adultos, administrado por via
oral durante 30 dias consecutivos. Os valores representam a média + epm de respectivamente

12, 6 ¢ 10 animais.

assim como as morfologias macroscopicas ndo foram
alteradas pela administracdo do EHA de Mentha crispa. A
analise histologica do testiculo ndo evidenciou nenhuma
modificagdo na estrutura do 6rgdo do grupo tratado
com a maior dose em comparacdo ao grupo controle.
Os testiculos apresentaram, no espaco intersticial, as
células de Leydig de forma arredondada ou poligonal
com nucleo central e citoplasma acidofilo, além do
tecido conjuntivo com sua diversidade caracteristica.
As células germinativas e espermatozdides nos tubulos
seminiferos apresentaram morfologia normal e em
diferentes estagios de desenvolvimento. As células de
Sertoli mostraram-se claras, com o nucleo triangular
e citoplasma caracteristico (Figura 2). O epididimo
mostrou-se com morfologia normal e, na luz deste 6rgdo,
evidenciam-se os espermatozoides (Figura 3). Assim,
ndo foram observadas alteracdes histologicas nos drgaos
reprodutivos do grupo tratado.

DISCUSSAO

Os animais tratados com extrato de Mentha crispa

nao apresentaram alteragdes no ganho de massa corporal
em relacdo ao grupo controle, mesmo quando foram
usadas, respectivamente, doses 116 e 232 vezes maiores
do que aquela recomendada pelo Laboratorio. Estes dados
indicam que, considerando o periodo de tratamento, o
extrato ndo apresenta efeitos toxicos gerais. Além disso,
dados do nosso laboratério mostraram que a DL, obtida
do extrato por via oral estd acima de 4,0 g/kg.

Estudos de fertilidade avaliam o resultado do
acasalamento apos o periodo de pré-tratamento em pelo
menos um dos sexos. A avaliagdo da fertilidade e da
conseqiiente prenhez fornece importantes informagdes
das conseqiiéncias funcionais do agente quimico sobre
o sistema reprodutor (US EPA, 1996). Os resultados
demonstram que o tratamento no periodo pré-
acasalamento com EHA de Mentha crispa nado alterou a
fertilidade dos ratos, uma vez que todos os valores das
variaveis reprodutivas analisadas foram similares ao
obtido no grupo controle.

Sharma e Jacob (1996 e 2001) mostraram que
o extrato aquoso de M. arvensis suprime a fertilidade
de camundongos machos apds a administragdo por
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Tabela 1. Variaveis de reproducéo obtidas através do acasalamento entre ratos Wistar do grupo controle e dos grupos tratados
(machos tratados x fémeas ndo tratadas) por via oral durante 30 dias com EHA das partes aéreas de Mentha crispa (0,5 ¢ 1,0

g/kg).
Variaveis Reprodutivas Controle EHA 0,5g/kg EHA 1,0g/kg
Machos acasalados 12 06 10
Fémeas acasaladas 23 06 17
Fémeas prenhas 21 06 16
Duracio da gestagio (dias)' 21,0+0,7 20,8 0,5 21,0+£0,8
Relagdo prole/mz?le1 9,5+0,3 9,3+0,9 8,4+0,9
Indice de fertilidade (%) 91,3% 100% 94,1%
(n° de ratas prenhes/n® de ratas acasaladas)
Indice de gestacdo (%) 100% 100% 100%
(% de fémeas prenhes com todos os fetos
Vivos)
Indice de viabilidade (%) 96,9% 100% 100%
(% de sobrevida no 4° dia de vida)
Indice de lactagdo (%) 100% 98,2% 100%
(% de sobrevida no 21° dia/ n°® de
nascimento)
Massa corporal 1° dia (g)1 5,6+0,4 5,9+0,6 5,7+£0,2
Massa corporal 21° dia (g)1 475+ 1,7 44,7+0,8 41,4+14

! Os valores representam a média + epm.

Tabela 2. Efeito da administrag@o oral do extrato hidroalcodlico (EHA) das partes aéreas de Mentha crispa (0,5 ¢ 1,0 g/kg) sobre
a massa (g/100g) dos orgdos genitais acessorios de ratos Wistar adultos.

Genitais Acessorios Controle EHA 0,5 g/kg EHA 1,0 g/kg
Testiculo 0,54 £0,02 0,58 +£0,03 0,55 +0,01
Epididimo 0,21 £0,01 0,20+ 0,01 0,18 £0,01
Ducto deferente 0,022 £0,001 0,022 £+ 0,002 0,023 £+ 0,002

Os valores representam a média + epm de respectivamente 12, 6 e 10 animais.

Figura 2. Fotomicrografia do testiculo de rato submetido ao tratamento durante 30 dias consecutivos
por via oral com EHA das partes aéreas de Mentha crispa (1,0 g/kg). L: células de Leydig; T: tibulos
seminiferos (obj 40x).
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Figura 3. Fotomicrografia do epididimo de rato submetido ao tratamento durante 30 dias consecutivos
por via oral com EHA das partes aéreas de Mentha crispa (1,0 g/kg). E - epitélio; EZ - espermatozoide;
C - capsula (Obj. 40x).

20 dias, além de reduzir o nimero e motilidade dos
espermatozodides e a massa dos testiculos e epididimo.

As auséncias de alteragdo sobre a massa e
morfologia dos 6rgdos reprodutivos reforcam a idéia de
que o EHA de M. crispa ndo possui agdo contraceptiva
em ratos, uma vez que, nessa espécie, redugdes das
massas do testiculo e do epididimo sdo indicadores que
revelam redugdo da fertilidade ou atividade contraceptiva
(Quian, 1984, Jahn; Giinzel, 1997, Gupta et al., 2001).
Juntos, esses tecidos s@o responsaveis pela formagéo e
maturagdo dos espermatozoides, além da producdo de
horménios (Moundipa et al., 1999).

Em conclusdo, as evidéncias apontam para uma
auséncia de efeitos contraceptivos por via oral do extrato
hidroalcodlico de Mentha crispa.
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