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Resumo 
 

DIAS DE CASTRO, Luciana Laitano. Avaliação do potencial anti-helmíntico de 
Origanum vulgare e Eugenia uniflora em nematódeos gastrointestinais de 
ruminantes. 2014. 44f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
O estudo avaliou a ação in vitro de extratos de Origanum vulgare sobre nematódeos 
gastrintestinais de bovinos e a ação in vitro e in vivo de extratos de Eugenia uniflora em 
Haemonchus contortus, além de estimar a sua toxicidade em células VERO. Para as 
análises in vitro dos diferentes extratos hidroalcóolicos e aquosos foi utilizada a 
técnica de inibição da eclodibilidade dos nematódeos gastrintestinais, os extratos de 
Origanum vulgare foram testados na concentração de 0,62 a 80 mg/mL e os de Eugenia 

uniflora de 1,25 a 40 mg/mL. Como controle foram utilizados anti-helmíntico comercial 
e água destilada. O efeito citotóxico dos extratos de E. uniflora foi mensurado através 
do ensaio de MTT (brometo tiazoli azul de tetrazólio) em células VERO. O teste in 
vivo foi realizado com ovinos naturalmente infectados que receberam 100 mg/Kg do 
extrato hidroalcóolico por maceração de E. uniflora, por via oral, durante três dias 
consecutivos, sendo realizada coleta de fezes para estimar a redução do OPG. Os 
resultados dos testes demonstraram que os extratos de O. vulgare inibiram a 
eclodibilidade dos nematódeos gastrintestinais de bovinos com percentual de 
inibição variando de 8,8 a 100% e os extratos de E. uniflora inibiram a eclodibilidade 
de H. contortus com redução de 14,56 a 99,75%. Nas condições testadas, os extratos 
apresentaram citotoxicidade moderada a nula, com 100 a 51,23% de células viáveis. 
No teste in vivo não foi observado redução do OPG para o grupo tratado, apenas 
para o grupo controle positivo com anti-helmíntico. Os diferentes extratos de O. 

vulgare e E. uniflora possuem efeito in vitro na inibição da eclodibilidade de 
nematódeos de ruminantes, sendo a tintura e o extrato hidroalcóolico de O. vulgare as 
formas mais promissoras para os nematódeos gastrintestinais de bovinos e os 
extratos hidroalcóolicos de E. uniflora para de H. contortus.  
 
Palavras-Chave: Pitangueira. Orégano. Fitoterápico. Haemonchus spp. 

 



6 
 

 

 
 

Abstract 
 

DIAS DE CASTRO, Luciana Laitano. Avaliação do potencial anti-helmíntico de 
Origanum vulgare e Eugenia uniflora em nematódeos gastrointestinais de 
ruminantes. 2014. 44f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
This study aimed to evaluate the in vitro effects of Origanum vulgare extracts on 
gastrointestinal nematode of cattle and the in vitro and in vivo action of Eugenia uniflora 
extracts in Haemonchus contortus as well as estimating its toxicity in VERO cells. For the 
in vitro analysis of different hydroalcoholic and aqueous extracts, the technique of 
inhibiting the hatchability of gastrointestinal nematodes eggs was applied; the 
Origanum vulgare and the Eugenia uniflora extracts were tested in the concentration of 
0.62-80 mg/mL and 1.25-40 mg/mL, respectively. Commercial anthelmintics and 
distilled water were used as control treatments. The cytotoxic effect of E. uniflora 
extracts was measured by using MTT assay (thiazolyl blue tetrazolium bromide test) 
in VERO cells. The in vivo test was conducted with naturally infected sheep receiving 
100 mg/kg of the hydroalcoholic extract by maceration of E. uniflora administered orally 
for three consecutive days; fecal collection was performed to estimate the reduction 
in EPG. Test results showed that the O. vulgare extracts inhibited egg hatch of cattle 
gastrointestinal nematodes at a percentage that varied from 8.8 to 100%. The 
extracts of E. uniflora also inhibited the hatchability of H. contortus eggs, with an action 
level ranging from 14.56 to 99.75%. The extracts have shown moderate to null 
cytotoxicity, ranging from 51.23 to 100% viable cells. It was not observed the 
reduction of the EPG for the treatment group in the in vivo test, only for the positive 
control group with anthelmintic. The different O. vulgare and E. uniflora extracts have 
proved to be effectual on the in vitro inhibition of the hatchability of nematodes eggs 
in ruminants, with O. vulgare dye and hydroalcoholic extract being the most promising 
methods for gastrointestinal nematodes control in cattle and hydroalcoholic extracts 
of E. uniflora for H. contortus eggs. 
 
Keywords: Pitangueira. Oregano. Phytotherapic. Haemonchus spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Analisando o Brasil como um país com enorme extensão territorial e clima 

favorável à produção de ovinos e bovinos, observa-se um alto potencial para tornar-

se um importante produtor mundial dessas espécies, suprindo necessidades no 

mercado para consumo interno e externo. Atualmente, possui o segundo maior 

rebanho bovino efetivo do mundo, com cerca de 200 milhões de cabeças, das quais 

90% são criadas em sistema extensivo de produção (ANUALPEC, 2011). Já o 

rebanho ovino possui uma população de 16,8 milhões de animais, estando 

aproximadamente 30% destes na Região Sul do país. O Rio Grande do Sul possui 

cerca de 4,09 milhões de ovinos, sendo estes criados quase que exclusivamente em 

pastagem nativa e em associação com bovinos (IBGE, 2013). 

Dentre os principais problemas que acometem os rebanhos e que limitam 

consideravelmente o aproveitamento econômico destes animais estão às 

parasitoses (LIMA, 2004). Os nematódeos gastrintestinais, especificamente aqueles 

pertencentes a Família Trichostrongylidae são um dos principais responsáveis pelas 

perdas de produtividade e desempenho desses animais. Os parasitos do gênero 

Haemonchus, são encontrados no abomaso e ao se alimentarem através da 

hematofagia podem causar anemia, hipoproteinemia e perda de peso, podendo levar 

o animal a óbito em casos de haemoncose aguda (ZAJAC, 2006). No Brasil estão 

presentes as espécies H. contortus, H. similis e H. placei (AMARANTE et al., 2007), 

sendo H. contortus o principal parasito de ovinos e caprinos e H. placei dos bovinos 

(GONZALES & SANTIAGO, 1969). 

O ciclo biológico de Haemonchus spp. pode ser descrito a partir do momento 

em que as fêmeas começam a oviposição no órgão de eleição e os ovos são 

eliminados para o ambiente. Na fase de vida livre ocorre eclosão das larvas a partir 

de 24 horas após a eliminação dos ovos junto às fezes, e o desenvolvimento da 

larva até o forma infectante (terceiro estádio, L3), este processo compreende uma 

série de etapas influenciadas pelas condições climáticas (SANTOS et al., 2012). 

Esses estádios chamados de pré-parasitários são responsáveis por 

aproximadamente 95% da população desses nematódeos. As condições ideais para 
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que ocorra a fase de vida livre no meio ambiente são temperatura entre 18 a 25ºC e 

80 a 100% de umidade (NARI & FIEL, 1993). 

A ocorrência de chuvas estimula o desenvolvimento e a migração das L3 

presentes nas fezes para a planta forrageira, e consequentemente, a infecção dos 

animais durante o hábito de pastejo (SILVA et al., 2008; SANTOS et al., 2012). Após 

a ingestão, junto à gramínea, as L3 sofrem duas mudas no trato gastrintestinal do 

hospedeiro, para larva de quarto estádio (L4) e larva de quinto estádio (L5), que se 

diferenciam em machos e fêmeas atingindo a fase adulta. As formas adultas são 

encontradas preferencialmente no abomaso e, após a cópula, uma fêmea do 

parasito Haemonchus spp. pode liberar junto às fezes aproximadamente 5000 ovos/dia 

(LE JAMBRE, 1995). 

As perdas causadas pelas helmintoses gastrintestinais são determinadas 

pelos efeitos agudos da doença, que podem resultar na morte do animal. Além 

disso, efeitos de infecções prolongadas que levam a um desenvolvimento corporal 

lento, perda de peso, redução na produção de carne, leite e lã, além dos custos 

monetários para o controle da verminose, incluindo o valor da aquisição do fármaco 

e da mão-de-obra para a aplicação do medicamento (SPÓSITO FILHA et al., 2002; 

FURTADO, 2006). O controle destes parasitos é usualmente realizado com anti-

helmínticos, visando reduzir os níveis de infecção dos animais e promover a 

descontaminação das pastagens (CHARLES et al., 1989). 

Os primeiros relatos de nematódeos resistentes aos anti-helmínticos 

ocorreram na década de 1960 e, desde então, esse fenômeno deu origem a um 

estado de crise em alguns setores da atividade pecuária. Essa situação tornou-se 

grave, especialmente nas criações de pequenos ruminantes nas regiões tropicais e 

subtropicais da América do Sul, onde ocorre resistência à maioria dos grupos de 

anti-helmínticos de amplo espectro (WALLER, 1997). Estudos realizados na região 

do MERCOSUL (Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai) demonstram alta prevalência 

de nematódeos de ovinos resistentes a vários princípios ativos, inclusive as lactonas 

macrocíclicas (FAO, 2003). Na Região Sul do Brasil este fato já foi detectado em 

ovinos dos três estados, Rio Grande do Sul (ECHEVARRIA et al., 1996), Santa 

Catarina (RAMOS et al., 2002) e Paraná (THOMAZ-SOCCOL et al., 2004). 

Em ovinos e caprinos é frequente o relato de resistência dos nematódeos 

aos fármacos, porém, o mesmo não acontece com bovinos. Isso não significa que os 

parasitos dessa espécie sejam mais resistência aos princípios ativos, e sim que a 
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frequência dos tratamentos seja menor (PAIVA et al., 2001). O primeiro relato em 

bovinos feito no Brasil foi em 1990 por Pinheiro & Echevarria, no Rio Grande do Sul. 

Em Santa Catarina, Souza et al. (2004) publicaram resultados parciais sobre a 

resistência de Trichostrongylus spp., Ostertagia spp. Haemonchus spp., Cooperia spp. à 

diversos princípios ativos. 

Frente a esta problemática, métodos de controle que minimizem a utilização 

de anti-helmínticos são uma necessidade urgente, por isso muitos estudos estão 

sendo desenvolvidos e mostrando resultados promissores. No controle biológico, 

espécies de fungos nematofágos, como Duddingtonia flagrans, são capazes de 

apreender larvas de nematódeos gastrintestinais, apresentando resultados positivos 

em estudos com ovinos e caprinos (SANTURIO et al., 2009). A utilização de 

bactérias nematicidas neste mesmo tipo de controle mostrou que Bacillus spp. 

possuem efeito larvicida nas fases de vida livre do Haemonchus contortus quando 

misturados as fezes de ovinos experimentalmente infectados (SINOTT et al., 2012). 

Além do controle biológico, pesquisas verificaram que a suplementação 

proteica dos animais atua como fator benéfico para redução da contagem de ovos 

por grama de fezes (OPG) e consequentemente diminuição da contaminação da 

pastagem (HOUDIJK et al., 2005). Outra alternativa estudada seria o tratamento 

seletivo de animais infectados com Haemonchus spp. através do método FAMACHA, 

que identifica os animais que devem ser vermifugados sem o auxilio de 

procedimentos laboratoriais (VAN WYK et al., 2006). Uma variedade de plantas, 

reconhecidas popularmente como medicinais, também tem sido estudada com o 

objetivo de comprovar a atividade anti-helmíntica dos extratos vegetais 

(ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004). 

Dentre as novas e promissoras alternativas atualmente pesquisadas para o 

controle das helmintoses, a utilização de plantas é apontada como uma das mais 

relevantes em diferentes países (NERY et al., 2009). Além disso, a aceitação do 

mercado consumidor por alimentos orgânicos ou naturais e o aumento do consumo 

desses produtos têm reforçado o interesse pela busca de alternativas não 

convencionais para o controle das diversas doenças em animais de produção. 

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial antiparasitário 

de Origanum vulgare e Eugenia uniflora em nematódeos gastrintestinais de ruminantes. 

11 
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2 OBJETIVOS 

 

Geral: 

Verificar a ação de Origanum vulgare e Eugenia uniflora em nematódeos 

gastrintestinais de ruminantes. 

 

Específicos: 

Avaliar a ação in vitro de diferentes extratos de Origanum vulgare em ovos de 

nematódeos gastrintestinais de bovinos. 

Verificar a ação in vitro de diferentes extratos de Eugenia uniflora em ovos de 

nematódeos gastrintestinais de ovinos. 

Analisar a citotoxidade dos extratos aquosos e hidroalcoólicos de Eugenia 

uniflora em células VERO. 

Avaliar a ação anti-helmíntica do extrato de Eugenia uniflora em ovinos 

naturalmente infectados com nematódeos gastrintestinais. 
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3 ARTIGO 
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Abstract 

Due to anthelmintic resistance in nematodes, several research studies have been developed seeking 

control alternatives to these parasites. This study evaluated the in vitro action of Origanum vulgare on 

gastrointestinal nematode eggs of cattle. In order to evaluate the ability to inhibit egg hatch, different 

dried leaf extracts of this plant were tested, such as dye, hydroalcoholic and aqueous extracts at 

concentrations varying from 0.62 to 80 mg/mL. Each assay was accompanied by control containing 

levamisole hydrochloride (0.2 mg/mL), distilled water and 70º GL grain alcohol at the same 

concentration of the extracts. Test results showed that the different O. vulgare extracts inhibited egg 

hatch of cattle gastrointestinal nematodes at a percentage that varied from 8.8 to 100%; dye and 

hydroalcoholic extract were the most promising inhibitors. In view of this ovicidal property, O. 

vulgare may be an important source of viable antiparasitic compounds for nematodiosis control in 

ruminants. 

Keywords – phytotherapic; Haemonchus spp.; in vitro; oregano. 
 

POTENCIAL OVICIDA DE Origanum vulgare (Lamiaceae) EM NEMATÓDEOS 

GASTRINTESTINAIS DE BOVINOS 

 

Resumo 

Em virtude da resistência dos nematódeos gastrintestinais aos antihelmínticos, diversas 

pesquisas têm sido desenvolvidas buscando alternativas de controle para estas parasitoses. 

Nesse contexto, o estudo avaliou a ação in vitro de Origanum vulgare sobre ovos de 

nematódeos gastrintestinais de bovinos. Para avaliar a capacidade de inibição da 

eclodibilidade dos ovos, diferentes formas de extratos das folhas secas desta planta foram 

testadas como tintura, extrato hidroalcoólico e extrato aquoso nas concentrações de 0,62 a 80 

mg/mL. Cada ensaio foi acompanhado de controle contendo cloridrato de levamisol (0,2 

mg/mL), água destilada e álcool de cereais 70° GL nas mesmas concentrações dos produtos. 

Os resultados dos testes demonstraram que os diferentes extratos de O. vulgare inibiram a 

eclodibilidade dos ovos de nematódeos gastrintestinais de bovinos com percentual de inibição 

variando de 8,8 a 100%, sendo a tintura e o extrato hidroalcoólico as formas mais 

promissoras. Frente a esta propriedade ovicida, o O. vulgare pode representar uma importante 

fonte de compostos antiparasitários viáveis para o controle das nematodioses em ruminantes. 

Palavras-chave – fitoterápico; Haemonchus spp.; in vitro; orégano. 
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INTRODUCTION 

Gastrointestinal helminthic diseases in ruminants are among the main problems that 

affect livestock in this raising system, greatly limiting the economic exploitation of these 

animals (COUMENDOUROS et al., 2003). The administration of anthelmintic drugs to these 

animals is the main control measure to prevent the economic losses caused by the parasites 

(MILLER & HOROHOV, 2006). However, the wide use of these drugs has contributed to the 

emergence of resistant nematodes, which is a worldwide problem (CHAGAS et al., 2011). In 

addition to this, there has been a great demand, both within the country and abroad, for animal 

products which are free from chemical residues; among the natural alternatives for ruminant 

gastrointestinal nematode control are medicinal plants, whose studies have shown promising 

results (ALMEIDA et al., 2007; MACEDO et al., 2009; KAMARAJ et al., 2011). 

Until the emergence of synthetic products, most available drugs in the world originated 

from studies developed based on the popular culture, which makes the rich Brazilian 

biodiversity a vast field of research (BRASIL, 2011). The Lamiaceae family, in turn, includes 

the third largest number of species listed as having antiparasitic activity (FURTADO, 2006). 

Research developed with plants of this family, especially with Origanum vulgare essential oil, 

has demonstrated antiprotozoal activity against Trypanossoma cruzi (SANTORO et al., 2007) 

and Eimeria tenella (GIANNENAS et al., 2003). Several studies on helminths have also been 

done to evaluate O. vulgare essential oil action against phytopathogens (OKA et al., 2000; 

BARBOSA et al., 2010) and human intestinal parasites (FORCE et al., 2000). However, there 

are no studies testing the effect of the O. vulgare on gastrointestinal nematodes of cattle. So, 

the main goal of this study was to evaluate the in vitro action of different dried leaf extracts of 

O. vulgare on gastrointestinal nematode eggs of cattle. 

 

MATERIALS AND METHODS 

O. vulgare dry leaves with quality and origin certification were obtained from a 

commercial distributor (Luar Sul
®

). Different forms of plant extracts, such as dye, 

hydroalcoholic and aqueous extracts, were prepared and tested. 

The dye was prepared at a 0.1 g plant concentration per microliter of 70° GL grain 

alcohol (GA) as described by Schiedeck et al. (2008), and stir-macerated daily for a seven day 

period. After this period, the solution was filtered through a filter paper (n. 1 Whatman) to 
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eliminate solid residue; the initial volume was restored with 70° GL grain alcohol, and stored 

in an ambar vial for later use. The solvent was extracted at 55 ºC under 600 mm/Hg negative  

pressure using rotary evaporation (Q344M Quimis) to obtain the hydroalcoholic extract 

(HAE). Later, the initial volume was restored with sterile distilled water, and HAE was used 

soon afterwards. 

To produce aqueous extract (AqE) a 10% solution was prepared from the infusion of the 

plant in water at 90 ºC, kept in closed flasks for 10 minutes. Following, the samples were 

filtered through filter paper (n. 1 Whatman) to eliminate solid residues; the initial volume was 

restored with sterile distilled water and the solution was used immediately. 

Eggs were obtained by collecting feces directly from the rectal ampulla of 120-day old 

Holstein cattle which presented a gastrointestinal nematode mixed infection. The animals 

were maintained without anthelminthic treatment for a 60 day period prior to collection; the 

count of eggs per gram of feces (EPG) was obtained by the GORDON & WHITLOCK (1939) 

technique for over 2000 eggs. An adapted version of the HUBERT & KERBOEUF (1992) 

technique was used for the recovery of eggs, when feces were macerated, diluted in distilled 

water and passed through four sieves in decreasing mesh opening order (1 mm, 105 µm, 55 

µm, 25 µm). The eggs were recovered from the 25 µm sieve, diluted in distilled water and 

quantified from a 50 µL suspension aliquot three times. 

The genera of the nematode larvae present in the feces were determined by the 

ROBERTS & O’SULLIVAN (1950) technique. 

The egg hatch test was performed in 24-well microplates with six replicates, according 

to the technique proposed by COLES et al. (1992). Approximately 150 eggs were placed in 

each well and the extract was tested in eight successive log2 concentrations of 80 to 0.62 

mg/mL. As control, 0.2 mg/mL levamisole hydrochloride, sterile distilled water, and 70° GL 

grain alcohol (dye solvent) at the same concentrations as those of the extracts, were used. 

The microplates were incubated in a BOD incubator at 28 ºC at a relative humidity of 

80% for 24 h for quantification of eggs and first stage larvae in an inverted microscope (Zeiss, 

Germany). Results were expressed as the sextuplicate mean percentage of hatchability 

inhibition, and the efficacy of each treatment in the egg hatch test was determined according 

to the equation described by CAMURÇA-VASCONCELOS et al. (2007): Hatchability 

inhibition percentage = [number of larvae (number of larvae + number of eggs)
-1

]100 
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The results were analyzed by ANOVA and means were compared by the Tukey test 

(P≤0.05) by using the Statistix 9.0 software. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

The different O. vulgare extracts inhibited egg hatch gastrointestinal nematodes of 

cattle, with an inhibition percentage ranging from 8.8 to 100% (Table 1). In addition, the 

sextuplicate results were homogeneous in all tests performed, showing a low standard 

deviation. The distilled water and anthelminthic controls showed an average percentage 

inhibition of 9.8% and 100%, respectively. The fecal culture result revealed the occurrence of 

the genera Haemonchus (83%), Trichostrongylus (16%) and Oesophagostomum (1%). 

 

Table 1. Mean inhibition percentage ± standard deviation of gastrointestinal nematodes 

eggs hatch of cattle in different treatments and concentrations of Origanum vulgare 

extracts. 

Concentrations 

(mg/mL) 

Extracts 

GA Dye HAE AqE 

80 100 
Aa 

± 0.0
 

100 
Aa 

± 0.0
 

96.7 
Ba 

± 1.51
 

49.8 
Ca 

± 2.24
 

40 100 
Aa 

± 0.0
 

100 
Aa 

± 0.0
 

80 
Bb 

± 1.44
 

27.7 
Cb 

± 4.65
 

20 95.8 
Bb 

± 0.67
 

100 
Aa 

±0.0
 

58.7 
Cc 

± 0.98
 

18.8 
Dc 

± 0.76
 

10 27.1 
Cc 

± 1.74
 

95.6 
Ab 

± 1.11
 

41.6 
Bd 

± 3.25
 

15.7 
Dc 

± 0.72
 

5 14.2 
Bd 

± 2.19
 

40.6 
Ac 

± 0.92
 

11.6 
BCe 

± 0.85
 

9.6 
Cd 

± 1.71
 

2.5 14.2 
Bd 

± 0.42
 

41.4 
Ac 

± 0.93
 

11 
Ce 

± 0.86
 

9.5 
Cd 

± 2.57
 

1.25 15.6 
Bd 

± 1.36
 

33.4 
Ad 

± 3.36
 

10.7 
Ce 

± 2.72
 

9.8 
Cd 

± 0.41
 

0.62 11.5 
Be 

± 0.57
 

30.1 
Ad 

± 2.96
 

11.3 
Be 

± 1.64
 

8.8 
Bd 

± 3.25
 

GA – grain alcohol 70° GL; HAE -  hydroalcoholic extract; AqE –  aqueous extract.  

Different capital letters, in the line, and different small letters, in the column, differ significantly from each other 

(p≤0.05). 

 

The hatchability inhibition values for the dye ranged from 100 to 30.1%; this  extract  

showed good activity, showing similar results to anthelminthic control at the 80, 40 and 20 

mg/mL concentrations (p>0.05). In the consecutive concentrations there was a statistically 

significant difference in inhibition percentages among the concentrations 10, 5 and 1.25 

mg/mL, this effect was directly proportional to the concentration (p<0.0001). From the 

concentration of 10 mg/mL on, one can observe a significant difference between the GA and 

dye inhibition rates (p<0.05). This increase is explained by the active compounds present in 

the dye. 

Grain alcohol (GA) also obtained results ranging from 100 to 11.5%, showing a 

significantly lower action than dye (p<0.0001) for the 20 mg/mL concentration, when dye 
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obtained a 100% inhibition rate and GA, 95.8%. At the 10 mg/mL concentration, dye action 

was 3.5 times higher than GA; for this concentration, the inhibition difference was on average 

2.6 higher for the dye as compared to GA. 

The average inhibition hatchability percentage of the O. vulgare hydroalcoholic extract 

at the 80 mg/mL concentration was 96.7%, only 3.3% lower than that of the anthelmintic 

control. A gradual decrease of ovicidal activity was found at consecutive concentrations, with 

statistical differences between concentrations until 5 mg/mL. Below this concentration, the 

average inhibition percentage remained lower than 11.6%, not showing statistical differences 

from consecutive concentrations and the distilled water control (p>0.05). 

The results of the O. vulgare aqueous extract demonstrated egg hatch inhibition, 

although the average inhibition percentage was low, ranging from 49.8 to 8.8% at the 

concentrations tested. At the 80 mg/mL concentration, the aqueous extract revealed a 49.8% 

efficacy, showing a lower activity than that of the anthelmintic control (p<0.0001) and higher 

than that of the distilled water control (p<0.0001). When the 80 and 40 mg/mL concentrations 

were compared, a significant activity reduction to 27.7% was observed (p<0.0001). From the 

5 mg/mL concentration, this effect remained lower than 10%, not showing a statistically 

significant difference from the distilled water control (p>0.05). 

In vitro tests have been widely used in the screening of medicinal plants, offering 

advantages such as ease of application, low cost, speed, in addition to preventing the 

indiscriminate use of experimental animals (CAMURÇA-VASCONCELOS et al., 2005). The 

results obtained in this study showed that O. vulgare presents a differentiated ovicidal effect 

on cattle nematodes. These differences are related to different factors, especially active 

principles extracted by using different techniques and solvents, as well as a variation in 

solubity of the active constituents in the solvent systems (ELOFF, 1998). 

A range of active compounds, including terpenoids, flavanoids, tannins and carvacol, 

considered as a potential source of natural bioactive elements, are present in the aromatic 

plant O. vulgare (CLEFF et al., 2010). Several studies report that the presence of flavonoids 

and tannins is responsible for the anthelmintic activity (ATHNASIADOU et al., 2001; 

KERBOEUF et al., 2008).The presence of these various compounds in the leaf of O. vulgare 

could then be responsible for the anthelmintic activities of the extracts tested in this study. 

Even though no studies have showed the action of O. vulgare extracts on nematode of 

cattle, some research studies evaluating the action of plants from the same family on other 
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parasites were found. GARDIANO et al. (2011), upon evaluating the anthelmintic potential of 

O. vulgare aqueous extract at a 100 mg/mL concentration on the phytonematode 

Rotylenchulus reniformis observed an egg count reduction of only 28%. This result was lower 

to that of this study, which obtained a 49.8% egg hatch inhibition at the 80 mg/mL 

concentration. 

The dye and hydroalcoholic extract of O. vulgare showed similar activity to other plants 

of the same family. An example of this is the extract of the plant Anisomeles malabarica R. 

Br. which, at a 25 mg/mL concentration, inhibited the hatch of H. contortus eggs at 100, 93.8 

and 83.2% when extracted with ethyl acetate, methanol and acetone solvents, respectively 

(KAMARAJ et al., 2011), while Mentha piperita extract at a 0.078 mg/mL concentration 

inhibited approximately 90% of H. contortus egg hatch (CARVALHO et al., 2012). Mentha 

villosa hydrolate, in turn, at concentrations ranging from 20 to 100%, inhibited egg hatch of 

gastrointestinal nematodes of cattle between 67 and 100%, which was a dose-dependent effect 

(NASCIMENTO et al., 2009). EGUALE et al. (2011) found 100% hatchability inhibition of 

Haemonchus contortus eggs when either the aqueous or hydroalcoholic extract of the plant 

Leucas martinicensis (Lamiaceae) at a 1 mg/mL concentration was used. 

According to the Brazilian Pharmacopoeia Herbal Formulary, several dyes formulated 

with 70% alcohol which have anti-inflammatory, antiflatulent, antispasmodic, diuretic, 

antiseptic, expectorant, scabicide, and pediculicide action are recommended for internal and 

external use in humans (BRASIL, 2011). In this sense, a lower O. vulgare dye concentration 

(10 mg/mL) with ovicidal action may be used in helminthiases because it contains 7% alcohol 

in its composition, but its action in vivo still needs to be tested. 

The dye can considered the most viable option for popular use insofar as this 

formulation involves a simple, easy to handle technique which does not require specific 

equipment, and the material can be stored for up to two years (SCHIEDECK et al., 2008). 

Besides, medicinal plant dyes have been widely used for the treatment of several diseases in 

popular medicine, as well as for phytopathogen control (SOUZA et al., 2004; SCHIEDECK et 

al., 2008). 

 

CONCLUSIONS 

The different O. vulgare extracts used in this study showed anthelmintic activity on 

eggs of gastrointestinal nematodes of cattle; among them, dye and hydroalcoholic extract at 
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10 mg/mL and 80 mg/mL, respectively, showed the most promising results. However, further 

studies are necessary to evaluate their toxicity and active components, in addition to their in 

vivo anthelmintic potential. 
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Efeito in vitro e in vivo de extratos de Eugenia uniflora em nematódeos gastrintestinais de ovinos 
 

Luciana L. Dias de Castro1*, Isabel M. Madrid1, Fernando C. de Oliveira1, Plínio A. de Oliveira1, Leonardo M. 
de Castro1, Maria E. A. Berne1, Fábio P. L. Leite2 

 
ABSTRACT.- Dias de Castro L.L., Madrid I.M., Oliveira F.C., Oliveira P.A., Castro L.M., Berne, M.E.A. & Leite, 
F.P.L. 2014 [In vitro and in vivo effect of Eugenia uniflora extracts on gastrointestinal nematode of 
sheep] Efeito dos extratos de Eugenia uniflora em Haemonchus contortus. Pesquisa Veterinária Brasileira 
00(0):00-00. Laboratório de Parasitologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto de 
Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitário, s/n, Capão do Leão, RS, 96010-900, 
Brasil. E-mail: lu.ldcastro@gmail.com. 
Gastrointestinal parasites are among the major health problems of sheep farming. The main measure 
taken to control this infection is the use of anthelmintics, to which nematodes have multidrug resistance. 
This study evaluated the action in vitro and in vivo of various extracts of Eugenia uniflora on 
gastrointestinal nematode of sheep, and estimated its toxicity in eukaryotic cells. To evaluate the ability of 
inhibiting the hatchability of eggs, various forms of extracts of dried leaves of this plant were tested as 
aqueous and hydroalcoholic extracts in the concentrations from 40 to 1.25 mg/mL. Each test was 
accompanied by control containing thiabendazole (0.025 mg/mL) and distilled water. The cytotoxic effect 
of the extracts was measured using the MTT assay on VERO cells at concentrations from 4000 to 1.95 
µg/mL. In the in vivo test, 100 mg/kg of the hydroalcoholic extract by maceration was administered orally 
for three consecutive days in sheep naturally infected and fecal collection was performed to estimate the 
reduction in EPG. The test results showed that the different extracts of E. uniflora inhibited hatchability of 
eggs of Haemonchus contortus with a percentage of inhibition ranging from 14.56 to 99.75%, being  the 
hydroalcoholic extracts most effective than the aqueous. Extracts showed moderate to null cytotoxicity 
under the conditions tested, with a percentage of viable cells between 100 and 51.23%. It was not 
observed the reduction of the EPG for the treatment group in the in vivo test, only for the positive control 
group with anthelmintic. The extracts of E. uniflora proved promising with in vitro action against H. 
contortus and moderate to null cell toxicity, requiring studies that assess other concentrations and forms 
of in vivo administration. 
 
INDEX TERMS: phytotherapic, Haemonchus contortus, sheep, pitangueira. 
 
RESUMO.- Dentre os principais problemas sanitários da criação de ovinos estão às parasitoses 
gastrintestinais. A principal medida adotada para controlar esta infecção é a utilização de anti-helmínticos, 
aos quais os nematódeos apresentam multirresistência. Este estudo avaliou a ação in vitro e in vivo de 
diferentes extratos de Eugenia uniflora em nematódeos gastrintestinais de ovinos, além de estimar a sua 
toxicidade em células eucarióticas. Para avaliar a capacidade de inibição da eclodibilidade dos ovos, 
diferentes formas de extratos das folhas secas desta planta foram testadas como extratos aquosos e 
hidroalcoólicos nas concentrações de 40 a 1,25 mg/mL. Cada ensaio foi acompanhado de controle 
contendo tiabendazol (0,025 mg/mL) e água destilada. O efeito citotóxico dos extratos foi mensurado 
através do ensaio de MTT em células VERO nas concentrações de 4000 a 1,95 µg/mL. No teste in vivo foi 
administrado 100 mg/kg, por via oral, do extrato hidroalcóolico por maceração por três dias consecutivos 
em ovinos naturalmente infectados e realizado coleta de fezes para estimar a redução do OPG. Os 
resultados dos testes demonstraram que os diferentes extratos de E. uniflora inibiram a eclodibilidade dos 
ovos de Haemonchus contortus com percentual de inibição variando de 14,56 a 99,75%, sendo os extratos 
hidroalcoólicos mais promissores que os aquosos. Nas condições testadas os extratos apresentaram 
citotoxicidade moderada a nula, com percetual de células viáveis entre 100 e 51,23%. No teste in vivo não 
foi observado redução do OPG para o grupo tratamento, apenas para o grupo controle positivo com anti-
helmíntico. Os extratos de E. uniflora mostraram-se promissores com ação in vitro frente a H. contortus e 
toxicidade celular moderada a nula, necessitando estudos que avaliem outras concentrações e formas de 
administração in vivo. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: fitoterápico, Haemonchus contortus, ovinos, pitangueira. 
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INTRODUÇÃO 
 
As nematodioses gastrintestinais constituem um dos principais problemas sanitários na 

criação de pequenos ruminantes, tanto em países desenvolvidos, como nos em desenvolvimento 
(Perry & Randolph 1999). Essas parasitoses prejudicam a saúde dos animais por levar a perda 
de apetite, diarreia, anemia e, em casos severos, o óbito (Athanasiadou & Kyriazakis 2004). 
Distribuído mundialmente, Haemonchus contortus é considerado o principal nematódeo 
envolvido nessas infecções em termos de patogenicidade, prevalência e intensidade (Krecek & 
Waller 2006). 

A principal medida de controle adotada para minimizar as perdas geradas pelos 
nematódeos é a utilização de anti-helmínticos, porém o uso abusivo e errôneo destes fármacos 
gerou o desenvolvimento de parasitos resistentes a essas drogas (Prichard 2001). Estudos 
afirmam que este problema se encontra em diferentes regiões do Brasil (Almeida et al. 2010) e 
também disseminado mundialmente (Wolstenholme et al., 2004; Melo et al. 2009). Portanto, 
medidas alternativas de controle são o principal foco de muitas pesquisas. A utilização de 
plantas com propriedades anti-helmínticas é considerada uma das alternativas mais 
promissoras para o controle dos nematódeos gastrintestinais (Gillian et al. 2004) 

Eugenia uniflora (Myrtaceae) é uma árvore tropical e subtropical amplamente distribuída 
nos países sul-americanos, principalmente Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Consolini & 
Sarubbio 2002). As suas folhas são utilizadas na medicina popular na forma de infusão para o 
tratamento de febre, reumatismo, distúrbios gástricos e hipertensão (Adebajo et al. 1989). 
Outros estudos relatam que a planta possui propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, 
antifúngicas e anti-helmíntica (Schapoval et al. 1994; Hassum et al. 2013). Estes benefícios são 
geralmente atribuídos aos metabólitos secundários presentes nas folhas, como terpenóides, 
flavanóides, taninos condensados e esteroides (Amorim et al. 2009). 

Existem poucos estudos que relatem a ação anti-helmíntica dessa planta, assim, o objetivo 
do presente trabalho foi avaliar a ação anti-helmíntica in vitro e in vivo de diferentes extratos de 
Eugenia uniflora em nematódeos gastrintestinais de ovinos, além de estimar a sua toxicidade em 
células VERO. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
Material Vegetal 
Folhas frescas da planta Eugenia uniflora (pitangueira) foram coletadas na zona rural de 

Canguçu (Rio Grande do Sul, Brasil) em dezembro de 2012. E. uniflora foi identificada pela Prof.ª 
Raquel Lüdtke e depositada no acervo do Herbário PEL, Departamento de Botânica da 
Universidade Federal de Pelotas, sob o número voucher 25.872. A planta foi desidratada em 
estufa com circulação de ar a 35 °C, por cerca de três dias. As folhas secas foram maceradas e 
estocadas em frascos fechados e protegidos da luz até o momento da produção dos extratos. 

 
Produção dos extratos vegetais 
A partir das folhas secas da planta foram produzidos dois extratos aquosos e três 

hidroalcóolicos utilizando como solvente álcool de cereais 70º GL, sempre na concentração de 
10%. Após a metodologia, todos os extratos foram liofilizados e armazenados a 20 °C negativos. 

O extrato aquoso por decocção (EA/DEC) foi preparado a partir da ebulição da planta em 
água destilada a 100 °C em frasco fechado por 10 minutos. Após, a amostra foi filtrada para 
eliminação de resíduos sólidos e congelada a - 75 °C. Para produção do extrato aquoso em banho 
maria (EA/BM) a solução permaneceu sob agitação constante em frasco fechado imerso em óleo 
na temperatura de 65 °C por uma hora. Após este período, o material foi filtrado e o mesmo 
procedimento repetido por mais duas vezes com a mesma planta, as três partidas foram 
congeladas a - 75°C. 
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O extrato hidroalcóolico em banho maria (EHA/BM) foi produzido através da mesma 
metodologia do EA/BM, porém antes do material ser congelado o solvente foi extraído em 
evaporador rotativo a 55 °C sob 600 mm/hg de pressão negativa. Para a produção do extrato 
hidroalcóolico por ultrassom (EHA/US) a extração foi realizada em sonicador com frequência de 
500 kHz e amplitude de 40% por 15 minutos em temperatura ambiente. Após este período o 
material permaneceu 24h sob refrigeração a 4 °C e posteriormente foi filtrado, o solvente 
evaporado e congelado a – 75 °C. O extrato hidroalcóolico por maceração (EHA/MA) foi 
preparado a partir de uma tintura que permaneceu em maceração sob agitação diária por sete 
dias em temperatura ambiente. Após esse período, a solução foi filtrada, o solvente extraído em 
evaporador rotativo e o extrato mantido – 75 °C. 

 
Teste de Citotoxicidade 
O efeito citotóxico dos extratos foi avaliado através do ensaio de MTT (brometo tiazoli azul 

de tetrazólio), descrito por Mosmann (1983) com modificações. Células VERO foram cultivadas 
em RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino 10%, em uma atmosfera com 5% de CO2 a 
37 °C. Uma suspensão de células contendo 2 x 105 cel/mL foi semeada em microplacas de 96 
poços e incubada por 24h nas condições citadas acima. Posteriormente, 100 μL de cada extrato 
em 12 concentrações sucessivas de 4000 a 1,95 µg/mL foram adicionados à microplaca, a qual 
permaneceu por 48h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. O teste foi acompanhado por controle 
de crescimento celular utilizando RPMI 1640 e cada concentração dos extratos foi testada em 
triplicata. Após este período, 50 μL de MTT (2,5 mg/mL) foi adicionado a cada poço e incubado 
durante duas horas e trinta minutos, posteriormente foi removido e 50 μL de DMSO 
(dimetilsulfóxido) foram acrescidos sob agitação durante cinco minutos para solubilizar os 
cristais de formazan formados pelas células viáveis que metabolizaram o MTT. A absorbância 
das amostras foi mensurada através de espectrofotômetro de microplaca em comprimento de 
onda de 540 nm. Os resultados foram expressos através do percentual de células viáveis relativa 
às células do controle (considerado como 100%). 

 
Teste de Inibição da Eclodibilidade 
Os ovos foram obtidos através da coleta de fezes diretamente da ampola retal de dois 

ovinos naturalmente infectados por nematódeos gastrintestinais (NGI). Os animais foram 
mantidos sem tratamento anti-helmíntico por no mínimo 60 dias antes da coleta e com a 
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), realizada pela técnica de Gordon & Whitlock 
(1939), acima de 2000. Para a recuperação dos ovos foi utilizada a técnica de Hubert & Kerboeuf 
(1992) adaptada, sendo as fezes maceradas, diluídas em água destilada e passadas através de 
quatro tamises, dispostas em ordem decrescente de abertura de malha (1 mm, 105 μm, 55 μm, 
25 μm). Os ovos foram recuperados do tamis de 25 μm, lavados através de centrifugações, 
diluídos em água destilada e quantificados em triplicata. O gênero das larvas dos nematódeos 
presentes nas fezes foi determinado através da técnica de coprocultura descrita por Roberts & 
O`Sullivan (1950). 

O teste foi realizado em placa de microcultivo de 24 poços com quatro repetições, segundo 
a técnica de Coles et al. (1992). Em cada poço foi colocado aproximadamente 150 ovos e o 
extrato a ser testado em seis concentrações sucessivas de 40 a 1,25 mg/mL. Como controles 
foram utilizados tiabendazol na concentração de 0,025 mg/mL e água destilada estéril. As placas 
foram incubadas em estufa B.O.D a 28 °C com umidade relativa de 80% por 24h para a posterior 
quantificação de ovos e larvas de primeiro estádio em microscópio invertido. Os resultados 
foram expressos pela média percentual da inibição da eclodibilidade da quadruplicata, sendo a 
eficácia de cada tratamento no teste de eclosão determinada conforme a equação descrita por 
Camurça-Vasconcelos et al. (2007): % de inibição da eclodibilidade = [número de larvas 
(número de larvas + número de ovos)-1]100. 
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Avaliação da atividade in vivo 
Foram utilizados 24 animais da raça corriedale com oito a 10 meses de idade de ambos os 

sexos, naturalmente infectados por NGI e divididos em grupos de oito animais cada. Os animais 
estavam no mínimo há 60 dias sem receber tratamento anti-helmíntico e foram distribuídos nos 
grupos conforme a carga parasitária estimada pela contagem de OPG. Durante o período 
experimental os animais permaneceram em pastagem nativa recebendo água ad libitum. O grupo 
controle positivo recebeu anti-helmíntico comercial (moxidectina, via subcutânea, 0,2 mg/kg) e 
o controle negativo água. Para o grupo tratamento, o extrato hidroalcóolico por maceração de E. 
uniflora (EHA/MA) na concentração de 100 mg/Kg foi administrado diariamente, por via oral, 
durante três dias consecutivos. Para avaliar a eficácia do tratamento foi realizada a coleta 
individual de fezes diretamente da ampola retal nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 após o inicio do 
tratamento para a contagem de OPG e coprocultura. Para a determinação do percentual de 
redução do OPG, utilizou-se a fórmula descrita por Coles et al. (1992): % Redução = (1 – [Dia pós 
tratamento/Dia zero]100. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade 
Federal de Pelotas (CEEA 3897). 

 
Análise Estatística 
Os resultados dos testes de citotoxicidade, de inibição da eclodibilidade e do teste in vivo 

foram analisados utilizando ANOVA e as médias comparadas através do teste de Tukey (p≤0,05), 
usando o software Statistix 9.0. Para a análise dos dados do teste in vivo os resultados foram 
normalizados através da transformação por Log10. 

 
RESULTADOS 

 
No teste de citotoxicidade os diferentes extratos testados apresentaram graus variáveis de 

toxicidade em células VERO de acordo com a concentração, sendo o aumento do efeito citotóxico 
diretamente proporcional ao aumento da concentração avaliada. Ao analisar os diferentes 
extratos dentro da mesma concentração observou-se que a ação tóxica não apresentou diferença 
acentuada na maioria das concentrações, sendo que para todos os extratos o percentual de 
células viáveis variou de 51,23 a 100% (Quadro 1). 

No teste in vitro de inibição da eclodibilidade, os diferentes extratos de E. uniflora 
apresentaram ação anti-helmíntica sobre NGI de ovinos com percentual médio de inibição entre 
14,56 e 76,04% para os extratos aquosos (Figura 1) e de 20,35 a 99,75% para os hidroalcóolicos 
(Quadro 2). Na maior concentração testada (40 mg/mL) verificou-se diferença estatística na 
atividade ovicida entre os extratos aquosos e hidroalcoólicos, os quais apresentaram uma média 
de 99% de inibição da eclodibilidade (p≤0,05). Os controles com água destilada e anti-helmíntico 
demonstraram inibição de 8,91 e 98,58%, respectivamente. O resultado das coproculturas 
revelou a presença dos gêneros Haemonchus (97%) e Trichostrongylus (3%). 

Os valores de inibição do extrato aquoso por decocção variaram de 22,04 a 76,04%, sendo 
que a partir da concentração de 5 mg/mL esta atividade permaneceu abaixo de 30%. O extrato 
aquoso por banho maria demonstrou menor atividade anti-helmíntica quando comparado aos 
demais extratos com 65,39% de inibição da eclodibilidade na maior concentração testada (40 
mg/mL). Nas concentrações seguintes verificou-se diferença significativa nos percentuais de 
inibição entre as concentrações testadas, sendo este efeito diretamente proporcional à 
concentração (p≤0,05). Os dois extratos aquosos não apresentaram resultados semelhantes ao 
controle com anti-helmíntico, porém, apesar da baixa atividade, todos diferiram do controle com 
água destilada (p≤0,05). 

O percentual médio de inibição do extrato hidroalcóolico por banho maria na 
concentração de 20 e 40 mg/mL foi 97,42 e 99,75%, respectivamente, não diferindo 
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estatisticamente entre si e do controle com anti-helmíntico (p˃0,05). A partir destas 
concentrações a atividade anti-helmíntica apresentou um decréscimo gradual até atingir 20,35% 
de inibição na concentração de 1,25 mg/mL. 

Os resultados do extrato hidroalcóolico por ultrassom demonstraram inibição da 
eclodibilidade superior a 88% em todas as concentrações testadas. A ação permaneceu acima de 
98% nas concentrações de 10, 20 e 40 mg/mL, as quais não diferiram estatisticamente entre si e 
nem do controle com anti-helmíntico (p˃0,05). Resultado semelhante foi observado no extrato 
hidroalcóolico por maceração que apresentou atividade de 97,02 a 99,73%, sendo que todas as 
concentrações testadas não apresentaram diferença estatística do controle com anti-helmíntico 
(p˃0,05).  

Na avaliação in vivo o percentual de redução do OPG variou de 70,29% a 94,06% para o 
grupo controle positivo, sendo que a máxima redução foi sete dias após a administração do anti-
helmíntico. Para os grupos tratamento e controle negativo não foi observado redução na 
contagem do OPG (Quadro 3). Durante o experimento todos os animais apresentavam 99% de 
infecção por Haemonchus contortus e 1% por Trichostrongylus spp. 

 
DISCUSSÃO 

 
Os nematódeos gastrintestinais são o principal entrave para a saúde e bem-estar dos 

pequenos ruminantes criados em sistema extensivo de produção (Hernández-Villegasa et al. 
2011). Os riscos decorrentes de resíduos de anti-helmínticos ou seus metabólitos em alimentos 
derivados de animais reforçam a necessidade da descoberta de compostos ativos seguros e 
acessíveis através das plantas (Cabaret 2008). Estas produzem inúmeros metabólitos 
secundários que interagem com o ecossistema, agindo como antibióticos, antifúngicos e 
antivirais, mantendo a sua integridade contra competidores, predadores e patógenos (Wink 
2003). 

No teste de citotoxicidade os resultados revelaram uma ação tóxica de moderada a nula 
dos extratos aquosos e hidroalcoólicos de E. uniflora nas concentrações testadas. Pesquisas 
avaliando a toxicidade celular in vitro de E. uniflora são escassas, no entanto Santos et al. (2012) 
ao avaliarem a citotoxicidade  de extrato etanólico de E. uniflora em macrófagos observaram 
baixo efeito citotóxico na concentração de 100 µg/mL. Outro estudo analisou a citotoxicidade 
dos frutos da planta Eugenia dysenterica na forma de extrato etanólico e verificou ausência de 
efeito citotóxico até a concentração de 300 µg/mL (Roesler et al. 2010). O presente estudo 
apresentou citotoxicidade semelhante aos trabalhos citados anteriormente, visto que na 
concentração de 250 µg/mL todos os extratos apresentaram o percentual de células viáveis 
variando de 72,07 a 90,29%. 

Pesquisas acerca da toxicidade in vivo de extrato hidroalcoólico de folhas de E. uniflora 
realizados em camundongos Balb/C demonstraram ausência de efeitos tóxicos em doses até 
4200 mg/kg quando administrado por via oral e dose letal 50% de 220 mg/kg quando 
administrado por via intraperitoneal (Schemeda-Hirschmann et al. 1987). Em outro estudo 
desenvolvido por Auricchio & Bacchi (2003), a dose letal para 50% das cobaias foi de 5930 
mg/kg. Esses trabalhos demonstram a segurança da utilização dos extratos em animais 
experimentais, pois apresentam valores mais elevados ao utilizado no presente estudo para 
realização do teste in vivo. 

Os resultados observados no teste in vitro indicam que E. uniflora apresenta efeito ovicida 
diferenciado em Haemonchus contortus conforme o tipo de extrato da planta, visto que na 
concentração de 40 mg/mL, o percentual médio de inibição da eclodibilidade foi de 99% para os 
extratos EHA/BM, EHA/US e EHA/MA, de 76,04% para o EA/DEC e 64,99% para o EA/BM. Estes 
resultados evidenciam a superioridade da ação anti-helmíntica in vitro dos extratos 
hidroalcóolicos quando comparados aos aquosos. Esta diferença sugere que os extratos possuem 
componentes ativos diferentes, devido às metodologias utilizadas, mas principalmente devido ao 
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tipo de solvente utilizado. Isto pode ser comprovado no estudo realizado por Balansard et al. 
(1991) que ao analisarem a composição de extratos utilizando água como solvente identificaram 
a presença de heterosídios, iridóides e taninos; já para os extratos com metanol os constituintes 
eram taninos, catequinas, terpenos e alcalóides; e para solventes mais apolares, como 
diclorometano, era heterospidios, terpenos, esteroides e carotenoides. 

Estudos científicos avaliando o potencial anti-helmíntico da pitangueira são escassos, 
entretanto, Furtado (2006) ao pesquisar a atividade do extrato hidroalcoólico de E. uniflora na 
concentração de 108,4 mg/mL sobre trichostrongilideos verificou taxa de inibição da 
eclodibilidade dos ovos superior a 80%. O presente estudo demonstrou ação semelhante em 
todos os extratos hidroalcóolicos, porém esta atividade foi obtida em concentrações cerca de 10 
vezes inferiores a testada por Furtado (2006). Hassum et al. (2013) ao avaliarem a ação do 
extrato hidroalcoólico de E. uniflora na concentração de 200 mg/mL observaram uma inibição 
de 90,5% no desenvolvimento de larvas do primeiro ao terceiro estágio de nematódeos 
gastrintestinais, especialmente H. contortus e Trichostrongylus spp.. Embora nosso estudo tenha 
avaliado outra fase de desenvolvimento dos nematódeos, os resultados de inibição obtidos 
foram semelhantes, entretanto em concentrações muito inferiores (40 mg/mL). 

Estudos avaliando o potencial antiparasitário de plantas do gênero Eugenia, como extrato 
aquoso de E. aquea demonstraram ação de 65,12% na inibição da eclodibilidade dos ovos de H. 
contortus (Daryatmo et al. 2010), resultados semelhantes aos obtidos com os extratos aquosos 
do presente estudo, na concentração de 20 mg/mL. Em teste in vivo, Gaspar et al. (2010) 
observaram a redução de 81% na contagem de ovos por grama de fezes após 14 dias da 
administração junto a ração de folhas secas de E. dysenteriae e Caryocar brasiliense, na 
proporção de 1,2 g/Kg, em ovinos parasitados por H. contortus. 

Embora não tenha sido realizada a analise fitoquímica com os extratos do presente estudo, 
sugere-se que estes possuam alguns dos metabólicos secundários presentes na planta, como 
terpenos, flavanóides e taninos condensados (Amorim et al. 2009). Pesquisas desenvolvidas 
conferem a ação anti-helmíntica de muitos extratos devido a presença destes constituintes 
(Hoste et al. 2006, Brunet et al. 2008, Minho et al. 2008), este efeito esta relacionado a 
capacidade dos taninos formarem complexos com as proteínas dos parasitos, afetando os 
processos biológicos destes nematódeos, dependendo de onde e como os taninos se ligam as 
estruturas do parasito (Paolini et al. 2004). Em outro estudo, Júnior (2003) relatou a atividade 
inseticida de alguns terpenos, devido a inibição do crescimento, danos de maturação e redução 
da capacidade reprodutiva. Assim, podemos sugerir que a atividade dos extratos de E. uniflora 
no desenvolvimento de H. contortus pode estar relacionada com a presença de alguns 
componentes descritos acima. 

Apesar da eficácia observada no teste in vitro, o extrato hidroalcóolico por maceração de E. 
uniflora não demonstrou efeito anti-helmíntico no experimento in vivo, nas condições em que foi 
testado. Diferenças entre os percentuais de eficácia dos testes in vitro e in vivo têm sido 
registradas, as quais podem ser justificada pela influência de fatores ambientais e pela 
metodologia experimental, incluindo dose e período de administração do extrato (Martin et al. 
2001), além disso, nos testes in vitro os extratos permanecem em condições ideais em contado 
direto com o parasito, diferente do que ocorre no teste in vivo (Peneluc et al. 2009). A microbiota 
ruminal pode ser responsável por variações na eficácia dos compostos bioativos, pois pode 
alterar a estrutura química do compoment, o mecanismo de ação de alguns nutrientes, ou 
medicamentos administrados por via oral (Vandamme & Ellis 2004). 
 

CONCLUSÃO 
 
Os diferentes extratos de Eugenia uniflora inibiram a eclodibilidade de Haemonchus 

contortus, sendo os extratos hidroalcóolicos as formas mais promissoras. Quanto à toxidade 
celular, os resultados sugerem que os extratos possuem ação tóxica de moderada a nula nas 
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condições testadas. Os resultados do teste in vivo demonstram que o extrato hidroalcóolico na 
concentração testada não reduziu a contagem de ovos por grama de fezes. 
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Quadro 1 – Média percentual de células viáveis tratadas com extratos de Eugenia uniflora em 
diferentes concentrações. 

Concentrações 
(µg/mL) 

Extratos 
EA/DEC EA/BM EHA/BM EHA/US EHA/MA 

4000 60,39 A 51,23A 55,62A 51,35A 57,96A 

2000 67,03A 52,28C 55,88BC 62,59AB 63,28AB 

1000 71,78A 66,27AB 59,63B 72,45A 64,98AB 

500 78,38AB 71,09BC 60,61C 87,97A 65,68C 

250 82,86AB 72,34C 75,99BC 90,29A 72,07C 

125 87,22AB 82,96BC 81,76BC 92,65A 74,88C 

62,50 88,52AB 92,82A 87,66AB 93,77A 76,54B 

31,25 96,46A 93,01A 89,56A 95,48A 78,57A 

15,63 98,97A 98,41A 99,99A 98,97A 87,18A 

7,81 100A 100A 100A 99,99A 90,46B 

3,90 99,99A 100A 100A 100A 96,33A 

1,95 99,99A 100A 100A 100A 98,44A 

EA/DEC – extrato aquoso por decocção; EA/BM – extrato aquoso em banho maria; EHA/BM – extrato 
hidroalcoólico em banho maria; EHA/US – extrato hidroalcoólico por ultrassom; EHA/MA – extrato 
hidroalcoólico por maceração.  
Letras maiúsculas diferentes, na linha, diferem significativamente entre si (p≤0.05). 

 
 

Quadro 2 - Percentual médio de inibição da eclodibilidade nematódeos gastrintestinais de 
ovinos (± desvio padrão) pelos extratos hidroalcóolicos de Eugenia uniflora. 

Concentração 

(mg/mL) 

Extratos Hidroalcóolicos 

EHA/BM EHA/US EHA/MA 

40 99,75Aa ± 0,50 99,71Aa ± 0,49 99,73Aa± 0,51 

20 97,42Aa± 0,99 99,41Aa ± 1,03 99,35Aa± 1,07 

10 81,73Bb± 1,81 98,58Aa± 0,83 99,42Aa± 0,57 

5 59,26Bc± 6,53 92,52Ab± 2,16 98,21Aab± 0,26 

2,5 36,55Cd± 1,57 90,72Bb± 0,95 97,52Ab± 0,67 

1,25 20,35Ce± 1,10 88,02Bc± 0,89 97,02Ab± 1,59 

EHA/BM – Extrato hidroalcóolico por banho maria; EHA/US - Extrato hidroalcóolico por 
ultrassom; EHA/MA – Extrato hidroalcóolico por maceração. 
Letras maiúsculas diferentes, na linha, e letras minúsculas diferentes, na coluna, diferem 
significativamente (p≤0,05). 
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Quadro 3 – Média da contagem do OPG ± desvio padrão dos grupos controle positivo (anti-
helmíntico), tratamento (EHA/MA), controle negativo (água) e porcentagem média de 
redução do OPG para o grupo controle positivo. 

Tratamento D 0 D3 D7 D10 D14 

Controle Positivo      

OPG 
2525A 

± 411,29 

750B 

± 29,09 

150C 

± 57,73 

200C 

±115,47 

525B 

± 95,74 

% Redução  70,29 94,06 92,08 79,21 

Tratamento      

OPG 
2425A 

± 607,59 

2350A 

± 704,74 

2700A 

± 469,04 

2500A 

± 752,77 

2625A 

± 512,35 

Controle Negativo      

OPG 
2950A 

± 208,17 

2925A 

± 150 

2850A 

± 435,89 

3075A 

± 309,57 

3175A 

± 499,16 

Letras maiúsculas diferentes, na linha, diferem significativamente (p≤0,05). 

 
 

  

Fig. 1 – Percentual médio de inibição da eclodibilidade de nematódeos gastrintestinais de ovinos (± desvio 
padrão) pelos extratos aquosos por decocção (EA/DEC) e por banho maria (EA/BM) de Eugenia uniflora. 
Letras minúsculas entre as concentrações do mesmo extrato diferem estatisticamente (p≤0,05). * indica as 
concentrações em que os extratos aquosos não diferiram estatisticamente.  
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

- Os diferentes extratos de Origanum vulgare e Eugenia uniflora inibiram o 

desenvolvimento de nematódeos de ruminantes; 

- A tintura e o extrato hidroalcóolico de Origanum vulgare foram as formas mais 

promissoras na inibição in vitro da eclodibilidade de nematódeos gastrintestinais de 

bovinos; 

- Os extratos hidroalcóolicos de Eugenia uniflora apresentaram maior atividade 

in vitro na inibição da eclodibilidade de Haemonchus contortus quando comparados com 

os extratos aquosos; 

- Nas condições testadas os resultados sugerem que os extratos de Eugenia 

uniflora possuem ação tóxica de moderada a nula em células VERO; 

- Os resultados do teste in vivo demonstram que o extrato hidroalcóolico de 

Eugenia uniflora na concentração e período de administração testado não reduziu a 

contagem de ovos por grama de fezes. 
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