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Resumo 
 
 

CASTRO, Leonardo Mortagua de. Atividades in vitro dos óleos essenciais de 
Cuminum cyminum, Anethum graveolens e Thymus vulgaris sobre 
Haemonchus contortus. 2018. 90f. Tese (Doutorado em Ciências) - Programa de 
Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2018. 
 

 
Os nematódeos gastrintestinais são os maiores causadores de perdas na 
ovinocultura, entre eles se destaca Haemonchus contortus. O controle desses 
nematódeos se dá basicamente com a utilização de anti-helmínticos comerciais, 
porém, estes vem demonstrando uma considerável diminuição na sua eficiência. Com 
isso, a necessidade de busca por novas alternativas de controle a estes parasitos é 
de suma importância. As plantas medicinais são utilizadas desde as civilizações mais 
antigas no controle de diversas doenças, inclusive de parasitoses, em vista disto, o 
presente estudo teve como objetivo avaliar a ação in vitro dos óleos essenciais das 
plantas aromáticas Anethum graveolens (endro), Cuminun cyminum (cominho) e 
Thymus vulgaris (tomilho), em ovos e larvas (L1 e L3) de H. contortus, descrever os 
seus principais constituintes e determinar a concentração inibitória 50% (CI50). Para 
isto, os óleos essenciais (OEs) das plantas foram extraídos de sementes, através do 
aparelho de clevenger e para determinar os principais constituintes foi realizado a 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os ovos e larvas foram 
obtidos através da coleta de fezes de ovinos naturalmente infectados. Foram 
realizados o teste de inibição da eclosão de ovos (IE), teste da inibição da migração 
larval (IML) e teste da inibição do desenvolvimento larval (IDL). As concentrações 
utilizadas dos OEs foram: 9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58; 0,29 mg/mL, todos os testes 
acompanhados de controle positivo com anti-helmíntico comercial, controle negativo 
com água destilada e controle com tween. Os resultados obtidos na maior 
concentração dos diferentes OEs (9,4mg/mL) para IE foram 100%, 98,62% e 100%, 
para IDL foram de 98,58%, 69,12%, 100% e para IML foram de 63,7%, 23,45% e 
95.30% para A. graveolens, C. cyminum e T. vulgaris, respectivamente. Os 
constituintes majoritários presentes no OE de A. graveolens foi o Dihydrocarvone 
(39.1%), no OE de C. cyminum o Cumaldehyde (27,39%) e no OE de T.vulgaris o 
endo-Borneol (30.48), respectivamente. A CI50 foi de 0.7642 mg/mL, 0,0012 mg/mL 
e 0,1373 mg/mL (IE), 0.8297 mg/mL, 3.70 mg/mL e 0,8056 mg/mL (IDL) e 2.234 
mg/mL, 104,34 mg/mL e 0,7253 mg/mL (IML), para A. graveolens, C. cyminum e T. 
vulgaris, respectivamente.  Baseados nos resultados aqui apresentados pode-se 
concluir que os OEs avaliados tem ação sobre as diferentes fases de desenvolvimento 
do H. contortus, portanto com potencial para obtenção de biomoléculas com atividade 
anti-helmíntica. 
 
 
Palavras-chave: fitoterápicos; nematódeos; bioprospecção 

 



 

Abstract 
 

 
CASTRO, Leonardo Mortagua de. In vitro activities of the essential oils of 
Cuminum cyminum, Anethum graveolens and Thymus vulgaris on 
Haemonchus contortus. 2018. 90f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa 
de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal 
de Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
Gastrointestinal nematodes are the major cause of losses in sheep production, among 
them Haemonchus contortus. The control of these nematodes is basically due to the 
use of commercial anthelmintics, but these have shown a considerable decrease in 
their efficiency over the decades. Therefore, the need to search for new control 
alternatives to these parasites is of paramount importance. In view of this, the present 
study aimed to evaluate the in vitro action of the essential oils of the aromatic plants 
Anethum graveolens (dill), Cuminun cyminum (cumin) and Thymus vulgaris (thyme), 
in H. contortus eggs and larvae (L1 and L3), determine their main constituents and 
determine the 50% inhibitory concentration (IC50). For this, the essential oils (OEs) of 
the plants were extracted from seeds, through the clevenger apparatus and to 
determine the main constituents was carried out the gas chromatography coupled to 
mass spectrometry. Eggs and larvae were obtained by collecting naturally infected 
sheep feces. The eggs hatch inhibition test (IE), larval migration inhibition test (IML) 
and larval development inhibition test (IDL) were performed. The concentrations used 
were: 9.4; 4.7; 2.35; 1.17; 0.58; 0.29 mg / mL, all tests followed by commercial 
anthelmintic positive control, negative control distilled water and control with tween. 
The results obtained in the highest concentration of the different OEs (9.4 mg / mL) for 
IE were 100%, 98.62% and 100%, for IDL were 98.58%, 69.12%, 100% and for IML 
were of 63.7%, 23.45% and 95.30% for A. graveolens, C. cyminum and T. vulgaris, 
respectively. The major constituents present in OE A. graveolens were Dihydrocarvone 
(39.1%), OE C. cyminum, Cumaldehyde (27.39%) and OE T. vulgaris and endo-
Borneol (30.48), respectively. The IC50 was 0.7642 mg / mL, 0.0012 mg / mL and 
0.1373 mg / mL (IE), 0.8297 mg / mL, 3.70 mg / mL and 0.8056 mg / mL (IDL) and 
2.234 mg / mL, 104.34 mg / mL and 0.7253 mg / mL (IML), for A. graveolens, C. 
cyminum and T. vulgaris, respectively. Based on the results presented here, it can be 
concluded that the evaluated OEs have an action on the different stages of 
development of H. contortus, therefore with potential to obtain biomolecules with 
anthelmintic activity. 
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1 Introdução 
  

O Brasil tem no setor primário a base da sua economia, sendo a pecuária uma 

das mais lucrativas atividades. O estado do Rio Grande do Sul por sua vez, possui 

grande tradição na criação de ovinos, na década de 70 possuía um rebanho de 

aproximadamente 15 milhões de animais, que tinham como função primordial a 

produção de lã para as indústrias têxteis, a carne destes animais era basicamente 

utilizada na alimentação dentro das fazendas, não atingia os grandes centros. Com o 

advento dos materiais sintéticos, o interesse pela lã ovina diminuiu consideravelmente 

ocasionando uma redução drástica no rebanho gaúcho. Desde então o foco da 

produção ovina se voltou para o mercado da carne, que nos últimos anos alcançou a 

população mais exigente, ocorrendo a valorização produto, com isto houve um 

crescente interesse na criação de ovinos. Atualmente o estado possui o maior rebanho 

do país, com raças caracterizadas por serem produtoras de carne, lã e leite. 

 O grande limitante da produção dos ovinos são os nematódeos gastrintestinais, 

estes parasitos são responsáveis por perdas significativas na ovinocultura mundial, 

tanto em modelos extensivos como intensivos de produção, ocasionando retardo no 

crescimento, perda de peso, baixa produção e qualidade da lã, carne e leite, podendo 

chegar até a morte dos animais. Entre os principais parasitos, destaca-se a família 

Trichostrongylidae, representada principalmente pela espécie Haemonchus contortus, 

mais patogênico e mais prevalente parasito de ovinos. 

 O controle sempre foi realizado com a utilização de anti-helmínticos, produtos 

comercias que estão há décadas no mercado, e tem sua eficiência comprometida pela 

resistência desenvolvida pelos parasitos, devido ao uso repetitivo, errôneo e, muitas 

vezes, sem orientação por parte dos produtores. Há uma necessidade urgente de se 

buscar novas estratégias que possam vir a auxiliar no controle destes nematódeos, 

estando entre estas os fitoterápicos. 

 Sabe-se que as plantas são utilizadas como meio de controle a doenças da 

saúde humana e animal desde as civilizações mais antigas. Baseado nesse 
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conhecimento popular iniciaram-se estudos utilizando diferentes plantas para controle 

de diversos microrganismos, doenças e síndromes. 

 Na parasitologia, a busca por fitoterápicos que apresentem ação anti-helmíntica 

é extensa, já apresentando resultados promissores com diversas famílias de plantas, 

sobre as mais diversas metodologias científicas aplicadas, tanto in vitro como in vivo.  

 As plantas Anethum graveolens (endro), Cuminum cyminum (cominho) e 

Thymus vulgaris (tomilho) são plantas aromáticas conhecidas mundialmente como 

especiarias, temperos para os mais diversos pratos. Além disso, seu uso na medicina 

popular é vasto, com ação como fungicidas, bactericidas, antioxidante entre outros. 

 Com base nisso, foi proposto este estudo que avaliou a ação anti-helmíntica in 

vitro dos óleos essenciais destas três plantas, em três distintas fases do ciclo evolutivo 

dos nematódeos gastrintestinais.  

1.1 Hipótese 
 

Os óleos essências das plantas, Cuminum cyminum (cominho), Anethum 

graveolens (endro) e Thymus vulgaris (tomilho) já utilizadas na cultura popular para 

diversos fins, e testadas cientificamente contra diversos micro-organismos, também 

possuem ação anti-helmíntica contra ovos e larvas de Haemonchus contortus. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar in vitro o potencial antiparasitário de óleos essenciais das plantas, 

Cuminum cyminum (cominho), Anethum graveolens (endro) e Thymus vulgaris 

(tomilho) sobre ovos e larvas de Haemonchus contortus. 

1.2.2 Objetivos específicos 
 

- Verificar a atividade in vitro do óleo essencial de Cuminum cyminum na 

inibição da eclodibilidade de ovos, inibição da migração larval, inibição do 

desenvolvimento larval; 

- Verificar a atividade in vitro do óleo essencial de Anethum graveolens na 

inibição da eclodibilidade de ovos, inibição da migração larval, inibição do 

desenvolvimento larval; 
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- Verificar a atividade in vitro do óleo essencial de Thymus vulgaris na inibição 

da eclodibilidade de ovos, inibição da migração larval, inibição do desenvolvimento 

larval; 

- Descrever os constituintes majoritários dos óleos essenciais; 

-Avaliar a citotoxicidade dos óleos essenciais com potencial anti-helmíntico em 

células eucarióticas; 

-Determinar a Concentração Inibitória (CI 50) para cada óleo.
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2 Revisão da Literatura 

2.1 Ovinocultura 
 

A produção agropecuária é um dos principais setores da economia brasileira, e 

também do estado do Rio Grande do Sul. O rebanho de ovinos no Brasil conta 

atualmente com 18,4 milhões de cabeças, onde 70% destes são criados por 

produtores familiares, principalmente nas regiões nordeste e sul do país, tendo como 

produto final a lã, a carne e o leite (IBGE, 2016). 

No Rio Grande do Sul a ovinocultura está como uma das mais tradicionais 

atividades da pecuária, atualmente o rebanho ovino no estado é de aproximadamente 

4 milhões de cabeças, sendo o rebanho gaúcho o maior do país, representando 21,5% 

do rebanho nacional. Este é caracterizado por ser um rebanho lanado, com uma 

produção de 10,9 toneladas de lã que abastecem o mercado interno da moda 

anualmente (IBGE, 2016).  

Além da lã de qualidade, atualmente a carne ovina, antes muito consumida 

dentro das fazendas por ser uma carne de pouco valor, hoje atingiu os grandes centros 

consumidores, trazendo um alto valor agregado e tornando-se a quinta carne mais 

consumida no país, em torno de 0,7 kg/ano por brasileiro (MAPA, 2013).  

O leite por sua vez, se destaca por ser o que apresenta maiores teores de 

proteínas, lipídeos, cálcio e fósforo. Na produção de queijos, o leite ovino possui um 

maior rendimento quando comparado ao leite bovino, isso devido a sua proporção 

maior de gordura e proteína (CAMPOS, 2011). 

2.2 Nematódeos gastrintestinais 
 

Com o crescimento da atividade e aumento da produtividade na ovinocultura, também 

aumentam os desafios para o produtor, tornando-se necessário combater os principais 

entraves da produção de ovinos, entre as quais se destacam os nematódeos 

gastrintestinais, cuja infecção é considerada o principal problema sanitário enfrentado 

na ovinocultura em diferentes regiões do mundo (MELO, 2000; VIEIRA, 2008). 
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Praticamente 100% dos ruminantes domésticos são parasitados por no mínimo uma 

espécie de endoparasita (AMARANTE, 2004).  

As infecções pelos nematódeos gastrintestinais podem causar diversos efeitos 

ao seu hospedeiro, estes vão variar de acordo com a idade, raça, estado fisiológico, 

carga parasitária e as espécies de parasitos envolvidos (SILVA et al., 2012). 

Os ovinos (Ovis aries) constituem a espécie de animal doméstico mais 

acometida por estes parasitos, podendo levar à perda peso, diminuição do 

desenvolvimento corporal, baixa produção de carne, baixa produção de lã, diminuição 

da qualidade da lã, podendo levar o animal a óbito, além de gerar gastos indiretos na 

produção, como os custos com o tratamento (FURTADO, 2006). 

A família Trichostrongylidae é a de maior impacto entre os nematódeos 

gastrintestinais de ovinos, estes se caracterizam por apresentarem duas fases 

distintas no seu desenvolvimento, uma livre, quando os ovos são eliminados 

juntamente com as fezes no ambiente, estes dão origem as larvas que evoluem até a 

forma infectante, a larva de terceiro estádio (L3), esta é ingerida pelo hospedeiro, onde 

irá ocorrer a fase parasitária, culminando na presença do adulto no sistema digestório.  

Dentre os nematoides gastrointestinais de ovinos, Haemonchus contortus é a 

principal espécie, seguido pelo Trichostrongylus colubriformis e outros gêneros, como 

Oesophagostomum, Cooperia, Strongyloides, Trichuris, Teladorsagia e Nematodirus. 

A importância de cada gênero de nematoide varia de acordo com a região geográfica, 

clima, consorciação com outros animais, tipo de manejo, dentre outros fatores 

regionais (AMARANTE et al., 1992). 

O nematódeo H. contortus apresenta-se como o mais patogênico e prevalente, 

ocorrendo muitas vezes em infecções mistas (KRECEK & WALLER, 2006). Os ovinos 

são altamente susceptíveis, apresentando altas taxas de infecção e as fêmeas deste 

parasito possuem um grande potencial biótico, eliminando entre 5000 a 10000 

ovos/dia (JACQUIET et al., 1998). Tem como órgão de eleição o abomaso de 

ruminantes, fazem hematofagia, o que vai levar a seu principal sinal clínico que é a 

anemia, além de perdas de proteínas e lesões na mucosa gástrica (STRAIN & STEAR, 

2001). Também, o parasitismo por H. contortus acarreta alteração da função ruminal, 

gerando elevação do pH, diminuição do nitrogênio amoniacal e ácidos graxos voláteis. 

(DOYLE; KAHN; MCCLURE, 2011). 

O animal parasitado com H. contortus mostra um comprometimento em torno 

de 15% na sua produção, direcionando os nutrientes para o seu sistema imune, na 
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tentativa de controlar a infecção. Além disto, há perdas devido a anemia, diminuição 

do apetite, alterações ruminais e menor eficiência na digestão dos alimentos (GREER, 

2008). 

O nematódeo T. colubriformis por sua vez, é o segundo mais prevalente 

(AMARANTE, 2004). Parasitam o intestino delgado, provocam exsudação de 

proteínas séricas para o lúmen intestinal, isso se deve a grave enterite causada pelo 

parasitismo, que provoca inúmeras lesões e alterações na mucosa e epitélio intestinal, 

animais muito parasitados apresentam como sinais clínicos anorexia e diarreia 

(FURTADO, 2006; TAYLOR et al., 2002). Quando em altas infecções, pode levar a 

uma diminuição da absorção e digestão dos nutrientes (CANTACESSI et al., 2010). 

2.3 Anti-helmínticos 
 

O controle das parasitoses gastrintestinais de ovinos é realizado basicamente 

com o uso de anti-helmínticos, estes são aplicados pelos produtores em várias 

períodos durante o ano e muitas vezes com alta rotatividade do princípio ativo 

utilizado, o que acaba acarretando na diminuição da eficácia do produto (BORGES, 

2003). Essa diminuição de eficácia, caracteriza a resistência anti-helmíntica pode ser 

definida como um aumento da habilidade das cepas de parasitos em resistir ou 

sobreviver aos mecanismos de ação de uma determinada droga que poderia ser letal 

para populações susceptíveis (VIEIRA, 2008; TORRES-ACOSTA & HOSTE, 2008). 

O primeiro relato de resistência aos anti-helmíntico foi descrito por Drudge et 

al. (1964) em Kentucky, Estados Unidos, onde foram testados diferentes princípios 

ativos frente aos nematódeos gastrintestinais, apresentando a resistência do H. 

contortus ao Tiabendazol.  

No Brasil, o primeiro relato de resistência do H. contortus ocorreu frente a este 

mesmo princípio ativo no estado do Rio Grande do Sul (SANTOS & GONÇALVES, 

1967). 

A resistência anti-helmíntica simultânea a diversos princípios ativos vem sendo 

documentada. Rosalinski-Moraes et al. (2007) constataram, em rebanhos ovinos do 

estado do Paraná, resistência anti-helmíntica a diferentes princípios ativos: 

oxfendazol, levamisole, tetramisol, ivermectina, moxidectina, closantel e também 

detectaram resistências em associações entre os anti-helmínticos tetramisol e 

disofenol e entre oxfendazol e closantel. 
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Resistência anti-helmíntica múltipla também foi diagnosticada por Almeida et 

al. (2010) ao avaliarem os princípios ativos moxidectina, closantel, triclorfon, fosfato 

de levamisole, albendazole e ivermectina frente a isolados de H. contortus e T. 

colubriformes. 

No Rio Grande do Sul, Cezar et al. (2010), utilizando os princípios ativos 

levamisol, moxidectina, albendazol, ivermectina, nitroxinil, disofenol, triclorfon, 

closantel e a associação ivermectina com levamisol e albendazol, em ovinos 

naturalmente infectados por nematódeos gastrintestinais, observaram não haver a 

redução do OPG a nenhum destes fármacos testados, demonstrando resistência anti-

helmíntica múltipla. 

Os anti-helmínticos comerciais utilizados no controle destes nematódeos se 

restringiram por muitos anos a três classes de fármacos: benzimidazóis, 

Imidotiazóis/hidropyrimidinas e lactonas macrocíclicas, porém devido ao longo tempo 

de uso de maneira indiscriminada a resistência anti-helmíntica está disseminada em 

todas as regiões de produção de ovinos.  

Ultimamente, houve o lançamento de novas drogas no mercado com alta 

eficiência, monepantel, derquantel e emodepside, porém estas por sua vez 

apresentam custos muito elevados para o produtor. Sendo assim, os casos de 

resistência anti-helmíntica podem transpor o surgimento de novas drogas, sendo esta 

considerada atualmente a maior ameaça à produção de ovinos (BUTTLE et al., 2011; 

EL-ABDELLATI et al., 2010). Porém, já tem sido relatado resistência ao monepantel 

(MEDEROS, RAMOS & BANCHERO, 2014; VAN DEN BROM et al., 2015). 

O controle de forma efetiva dos nematódeos gastrintestinais deve abordar o 

aumento da resiliência, resistência, redução da carga parasitária no hospedeiro e a 

diminuição do número de larvas infectantes nas pastagens (TORRES-ACOSTA & 

HOSTE, 2008). 

É necessário que o manejo seja um aliado no controle dos parasitos, junto com 

o uso alternado de medicamentos, com o objetivo de quebrar o ciclo de vida do 

parasito, diminuindo a quantidade de aplicações e gastos com mão-de-obra (GOOD 

et al., 2006). 
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2.4 Plantas medicinais 
 

Para a preservação da eficácia dos anti-helmínticos comercias são necessárias 

à implantação de estratégias de controle integrado das parasitoses, unindo o uso 

estratégico destas drogas e métodos não farmacológicos (WALLER & TRANSBERG, 

2004). 

Uma excelente alternativa para auxiliar no controle as parasitoses é a detecção 

de substâncias ativas em extratos de plantas, atuando em conjunto com as drogas 

comerciais e assim prolongando a vida útil dos anti-helmínticos, além de diminuir o 

risco de resíduos químicos nos produtos de origem animal, constituindo em uma 

prática sustentável e ambientalmente aceita (CHAGAS, 2008; COSTA et al., 2008). 

As plantas vêm sendo utilizadas no tratamento inúmeras doenças, muito 

empregadas pelas civilizações, quando ainda não havia o desenvolvimento de 

produtos farmacêuticos avançados, devido a isso o uso de produtos naturais 

derivados de plantas, minerais e animais foram por muito tempo a principal fonte de 

drogas. O estudo de plantas utilizadas na cultura popular e o seu reconhecimento 

como fitoterápico, aliado a necessidade de desenvolvimento de novas drogas, 

acarretaram no aumento do número de pesquisas e publicações na área. Porém, para 

que os medicamentos derivados destas plantas possam ser aceitos e utilizados estes 

precisam ser comprovadamente eficazes, seguros e com o mesmo controle de 

qualidade a que os produtos sintéticos são submetidos (RATES, 2001). 

Para comprovar a eficácia desejada, o produto oriundo da planta deve ser 

avaliado em várias etapas. Os testes in vitro tem papel importante na triagem de 

plantas, visto que estes participam da seleção de plantas que possuem melhor 

atividade, e a partir desta etapa sigam no processo, evitando que testes mais caros 

sejam realizados, assim diminuindo gastos, perda de tempo e principalmente a 

utilização desnecessária de animais (CAMURÇA-VASCONCELOS et al., 2005). 

Inúmeros extratos e óleos essenciais de plantas já foram testados in vitro e in 

vivo contra diversas fazes de vida dos nematódeos gastrintestinais de ovinos. O teste 

in vitro de inibição da eclosão de ovos foi desenvolvido por Coles (1992), para a 

avaliação da resistência anti-helmíntica em nematódeos gastrintestinais, sendo hoje 

muito utilizado para avaliação da eficiência anti-helmíntica das plantas. A inibição da 

eclodibilidade dos ovos teste também utilizado nas avaliações de plantas e já utilizado 

frente ao óleo essencial de alfavaca (Ocimum gratissimum) (PESSSOA et al., 2002) e 
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também o extrato aquoso e hidroalcoólico de orégano (Origanum vulgares) contra 

ovos de nematódeos gastrintestinais de bovinos (DIAS DE CASTRO et al., 2013). 

O óleo essencial e o extrato hidroalcoólico de manjericão (Ocimum basilicum), 

apresentaram atividade na inibição da eclosão de ovos de nematódeos 

gastrintestinais de ovinos, tendo o óleo ums atividade de 100% nas maiores 

concentrações (CASTRO, 2017). 

Os testes realizados com larvas, teste de inibição da motilidade larval e teste 

de desenvolvimento larval são técnicas modificadas a partir de Hubert & Kerbouef 

(1992). Os produtos com atuação em larvas podem ser absorvidos de duas maneiras 

diferentes pelo parasito: Nas larvas L1 e L2 estes podem ser ingeridos juntamente 

com os micro-organismos, dos quais estas larvas se alimentam ou através de sua 

cutícula única; Nas L3 estes são mais dificilmente absorvidos, pois estas não se 

alimentam e possuem cutícula dupla o que lhes oferece maior proteção (CAMURÇA-

VASCONCELOS et al., 2005). 

Frente as larvas, Assis et al. (2003) obtiveram bons resultados com os extratos 

hexânico, clorofórmico, acetato de etila e metanólico de arapabaca (Spigelia 

anthelmia) inibindo o desenvolvimento larval de H. contortus.  

No teste de inibição da migração larval, Alonso-Díaz et al., (2008) relatou a 

eficácia dos extratos de acácia (Acacia pennatula), tamarindo selvagem (Lisyloma 

latisiliquum) e leucena (Leucaena leucocephala) na inibição da migração das L3. 

Dentre os testes in vivo, o mais utilizado é o teste de redução da contagem de 

ovos nas fezes, sendo este preconizado também para a avaliação da resistência dos 

parasitos aos anti-helmínticos comerciais disponíveis (CAMURÇA-VASCONCELOS 

et al., 2005). Para a obtenção do resultado, deve ser feita a contagem do OPG antes 

e depois da administração do tratamento (TAYLOR et al., 2002). 

Nestes moldes, Vieira et al. (1999), testaram melão de São Caetano 

(Momordica charantia), fruta-do-conde (Annona squamosa) apresentando efeito de 

redução da liberação de ovos e diminuição da carga parasitária de Haemonchus 

contortus e Oesophagostomum columbianum. 

O problema de resistência anti-helmíntica é grave, necessitando urgente de 

novas alternativa no controle dos nematódeos gastrintestinais de pequenos 

ruminantes. Dentre as alternativas têm-se resultados promissores com utilização de 

plantas, o que motivou este estudo para avaliação de diferentes plantas sobre os 

nematódeos gastrintestinais de ovinos. 
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2.4.1 Cuminum cyminum 
 

A planta Cuminum cyminum, popularmente conhecida como cominho, 

pertencente à família Apiaceae, é uma planta aromática, cultivada principalmente na 

Índia, China, Arábia e nos países adjacentes ao Mar Mediterrâneo (HAJLAOUI et al., 

2010). É considerada a segunda especiaria mais popular do mundo, é muito utilizada 

na culinária como tempero. 

Na cultura popular do Irã é utilizada a mais de duzentos anos no tratamento de 

diarreia, dor de dente e epilepsia. Estudos que buscam comprovar as ações 

medicinais de C. cyminum vem sendo realizados.  

PAJOHI et al. (2011) comprovou o efeito bactericida do óleo essencial contra 

Bacillus cereus e Bacillus subtilis em alimentos. 

Outra função conhecida do cominho é sua ação anti-diabetes, foram 

desenvolvidos por Patil et al. (2013), que comprovaram a ação do cuminaldehyde, um 

dos principais constituintes extraídos do óleo, em reduzir glicose sanguínea sem 

causar hipoglicemia. 

 Além destas utilizações este já apresentou ação antioxidante (BETTAIEB et 

al., 2010), antifúngica e antiaflatoxinas (KEDIA et al., 2014). 

 

 

Figura 1: Sementes de Cuminum cyminum. 

Fonte: www.webspices.com.br/produto/cominho-em-sementes/ 
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Figura 2: Planta de Cuminum cyminum. 

Fonte:https://www.naturalcura.com.br/planta-cominho/ 

 

2.4.2 Anethum graveolens 
 

O Anethum graveolens, chamado popularmente de endro, pertencente à família 

Apiaceae, é originária dos Países Mediterrâneos e do sudeste da Europa. Tem como 

característica ser uma erva aromática, devido a isso, é muito utilizada como tempero 

para diversos alimentos. 

 Além de seu uso na culinária, é conhecido por suas atividades na medicina 

popular como diurético, contra problemas intestinais como cólicas e flatulências 

(HOSSEINZADEH, 2002). Além disso, também é utilizado tradicionalmente para 

promover o aumento da produção de leite e como promotor da menstruação em 

mulheres (MONSEFI, GHASEMI & BAHAODDINI, 2006). 

Diversos estudos com esta planta, seus extratos e óleos estão sendo 

realizados. ISBILIR & SAGIROGLU (2011), utilizaram extrações de endro em diversos 

solventes como, água, etanol e acetona para comprovar sua ação antioxidante. 

Monsefi et al. (2011) usou sementes de endro na produção de extratos aquosos e 

etanólicos e comprovou a diminuição na fertilidade de ratos. 

A. graveolens teve seu como antiparasitário testado por Sahib et al. (2014), que 

utilizou o extrato aquoso no tratamento de crianças com giárdia, obtendo a redução 

do parasitismo após o tratamento. O óleo essencial por sua vez apresentou ação 

contra fungos deterioradores de tomates (TIAN et al., 2011). 
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Figura 3: Sementes de Anethum graveolens. 
Fonte: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/all/anethum-graveolens/ 

 

 

Figura 4: Planta de Anethum graveolens. 
Fonte: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/all/anethum-graveolens/ 

2.4.3 Thymus vulgaris 
 

Thymus vulgaris, popularmente conhecido como tomilho, pertencente à família 

Lamiaceae, é uma planta aromática, nativa da área do mediterrâneo ocidental de 

grande importância econômica para a América do Norte, Europa, Norte da África e 

Ásia. Sua utilização é muito conhecida como especiaria e popularmente para 

tratamento de problemas respiratórios, como asma, bronquite, resfriado, gripe e 

pneumonia, além de propriedades anti-helmínticas e diuréticas. 

Pesquisas já comprovaram algumas de suas atividades cientificamente. 

Kohiyama et al. (2015) utilizou o óleo essencial de T. vulgaris no controle de 

Aspergyllus flavus, comprovando sua ação antifúngica e antiaflatoxinas. 
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Figura 5: Sementes de Thymus vulgaris. 
Fonte: http://portuguese.alibaba.com/product-detail/Thyme-seed-138006990.html 

 

 

Figura 6: Planta de Thymus vulgaris. 
Fonte: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/all/thymus-vulgaris/
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ABSTRACT 

Gastrointestinal nematodes are responsible for great economic losses in sheep raising, and their 

control has long been carried out almost exclusively by the administration of anthelmintics, 

which have led to serious resistance problems. In the search for alternative control measures, 

phytotherapic research is highlighted. The aim of this study was to evaluate the action of 

Anethum graveolens (dill) essential oil on different stages of Haemonchus contortus life cycle, 

as well its cytotoxicity MDBK (Madin-Darby bovine kidney) cells. H. contortus larvae and 

eggs were obtained from infected sheep feces, and essential oil extracted from plant seeds 

through the Clevenger apparatus. 9.4, 4.7, 2.35, 1.17, 0.58 and 0.29 mg/mL concentrations were 

evaluated. The Egg Hatch Inhibition (HI), Larval Development Inhibition (LDI) and Larval 

Migration Inhibition (LMI) techniques were used. Thybendazole 0.025 mg/mL in HI and 

Levamisole 0.02 mg/mL in the LDI and LMI tests were used as positive controls, while distilled 

water and a Tween 80 solution were used as positive negative controls. The inhibition results 

obtained for the highest oil concentration were: HI 100%, LDI 98.58% and LMI 63.7%, 

differing (𝑝<0.05) from negative controls. Main A. graveolens oil components present in 

95.93% of the total oil were Dihydrocarvone (39.1%), Carvone (22.24%), D-Limonene 

(16.84%), Apiol (10.49%) and Trans-dihydrocarvone (7.26%). Minimum A. graveolens 

essential oil concentrations required to inhibit 50% (IC50) of egg hatching, larval development 

and larval migration were 0.006 mg/mL, 2.536 mg/mL and 3.963 mg/mL, respectively. Cell 

viability in MDBK (Madin-Darby bovine kidney) cells, when incubated with A. graveolens 

essential oil, was 86% for the highest (9.4 mg/mL) and 99% for the lowest concentration (0.29 

mg/mL). A. graveolens essential oil, according to the results obtained in this study, is a 

promising alternative in sheep gastrointestinal nematode control.  

Keywords: Essential oil, dill, nematodes, sheep  
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AÇÃO ANTI-HELMÍTICA DO ÓLEO ESSENCIAL DE ANETHUM GRAVEOLENS 

SOBRE OVOS E LARVAS DE HAEMONCHUS CONTORTUS. 

 

Resumo 

Os nematoides gastrintestinais são responsáveis por grandes perdas econômicas na 

ovinocultura, e seu controle tem sido realizado quase exclusivamente pela administração de 

anti-helmínticos, que levaram a sérios problemas de resistência. Na busca de medidas 

alternativas de controle, destaca-se a pesquisa fitoterápica. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

a ação do óleo essencial de Anethum graveolens (endro) em diferentes estágios de Haemonchus 

contortus, bem como testar a viabilidade celular para o óleo. Larvas e ovos de H. contortus 

foram obtidos de fezes de ovinos infectados e óleo essencial extraído de sementes de plantas 

através do aparelho de Clevenger. As concentrações avaliadas foram 9.4, 4.7, 2.35, 1.17, 0.58 

e 0.29 mg/mL. Verificou-se a Inibição de eclosão dos ovos (IE), Inibição de Desenvolvimento 

Larval (IDL) e Inibição de Migração Larval (IML). Tiabendazol 0.025 mg/mL em IE e 

Levamisole 0.02 mg/mL nos testes IDL e IML foram usados como controles positivos, 

enquanto água destilada e uma solução Tween 80 foram usados como controles negativos. Os 

resultados de inibição obtidos para a maior concentração de óleo foram: IE 100%, IDL 98.58% 

e IML 63.7%, diferindo (𝑝 <0.05) dos controles negativos. Os principais componentes presentes 

em 95.93% do óleo total de A. graveolens foram Di-hidrocarvona (39.1%), Carvona (22.24%), 

D-Limoneno (16.84%), Apiol (10.49%) e Trans-di-hidrocarvona (7.26%). As concentrações 

mínimas de óleo essencial de A. graveolens necessárias para inibir 50% (IC50) de eclosão dos 

ovos, desenvolvimento larval e migração larval foram de 0.006 mg/mL, 2.536 mg/mL e 3.963 

mg/mL, respectivamente. A viabilidade celular nas células MDBK (rim bovino Madin-Darby), 

quando incubadas com o óleo essencial de A. graveolens, foi de 86% para a maior (9.4 mg/mL) 
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e 99% para a menor concentração (0.29 mg / mL). O óleo essencial de A. graveolens mostrou 

ser uma alternativa promissora no controle de nematoides gastrintestinais de ovinos. 

Palavras-chave: óleo essencial, endro, nematódeos, ovelha 

  

Introduction: 

        Sheep gastrointestinal nematodes are thought to be a major health problem faced by these 

animals around the world, and infections caused by these parasites are responsible for great 

losses in sheep raising (Acharya et al., 2014).  

The control of these parasites has been carried out for decades, and has been mostly 

done by the administration of commercial anthelmintics; however, major ruminant nematodes 

are resistant to many of the available active principles, which is an obstacle to sheep farming 

(Cezar et al., 2010). Thus, different control approaches are necessary, either through parasite-

resistant animals, the use of probiotics (Pinto et al., 2017) or the use of herbal medicine 

(Carvalho et al., 2012; Coêlho et al., 2017). 

        Studies making use of different plants have shown the anthelmintic potential on small 

ruminant nematodes (Acharya et al., 2014, Katiki, et al., 2017).  Anethum graveolens (dill), of 

the Apiaceae family, is an aromatic plant originally from Mediterranean countries which has 

been widely used as seasoning in the preparation of different foods (Slupski et al., 2005). It has 

also been used in traditional herbal medicine as a diuretic and gastrointestinal disorder treatment 

(Hosseinzadeh et al., 2002). Studies have shown that A. graveolens acts against bacteria (Kaur 

and Arora 2009), fungi (Kumarasingha et al., 2016; Vieira et al., 2019), protozoa (Sahib et al., 

2014) and insects (Khani and Basavand, 2013), although for the latter group their pollen grains 

may be used to feed certain orders (D’ávila et al., 2016).  

        The present study aimed to evaluate the action of A. graveolens essential oil against against 

Haemonchus contortus eggs and larvae. In addition, in vitro cytotoxicity was also verified. 
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 Material and methods:    

 Essential oil collection and chemical analysis 

        The plant used in the experiment, A. graveolens (dill), was purchased from a commercial 

distributor, having quality and origin certification (ET - 006/Anethun graveolens - Semente, 

LuarSulAlimentos®). To obtain the essential oil, seeds were subjected to steam extraction in a 

Clevenger apparatus for 4h. Afterwards, the oil obtained was dried with sodium sulfate, sodium 

p.a. anhydrous, stored in an amber flask and maintained at -18° C until use.  For chemical 

analysis, the A. graveolens essential oil was subjected to gas chromatographic analysis together 

with mass spectrometry model GC/MS-QP 2010SE (Shimadzu, Japão). The sample was 

submitted an initial temperature of 40 °C, with a heating temperature of 5 °C/min to 280 °C, 

maximum temperature of 58 ºC, the injector temperature being 58 °C and the interface 200 °C. 

 Cytotoxicity test   

        The cytotoxic effect of A. graveolens was determined by the MTT (Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide) assay, as described by Mosmann (1983), by using Madin-Darby bovine 

kidney (MDBK) cells. This test was performed using the A. graveolens essential oil at the 

concentrations 9.4 mg/mL; 4.7 mg/mL; 2.35 mg/mL; 1.17 mg/mL; 0.58 mg/mL and 0.29 

mg/mL, with the control using cell culture media MEM (Minimum Essential Media). All assays 

were in duplicated and cytotoxicity was evaluated by absorbance on the 540nm mass 

spectrophotometer.  

 Gastrointestinal nematode eggs   

        In order to obtain the eggs, six experimentally infected sheep with Haemonchus contortus 

showing EPG above 2000 eggs per gram of feces (Gordon and Whitlock, 1939) were used and 

kept indoors at the Federal University of Pelotas. Feces collected directly from the animals' 

rectal ampulla were processed according to Hubert and Kerboeuf's technique (1992) to separate 

eggs from fecal matter impurities. Briefly, the samples passed through four mesh sieves the size 
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1 mm, 105 μm, 55 μm and 25 μm. The first three were intended to retain the largest particles, 

and the last for egg retention. 

 This study was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the 

Federal University of Pelotas – UFPel, under number 3897.  

Gastrointestinal nematode larvae   

        To perform the tests, it was necessary to obtain 1st (L1) and 3rd stage (L3) larvae. L1 were 

retrieved by incubating feces containing H. contortus eggs in an incubator at 28°C and 80% 

relative humidity. After 24h incubation, the flasks containing the feces were covered with water 

and inverted, and L1 were collected after 4 hours, while L3 was obtained by using Roberts and 

O'Sullivan's technique (1950); after being retrieved, the parasites were identified and separated. 

Egg Hatch Inhibition Test  

        The hatch test was based on the methodology as described by Coles et al. (1992), for which 

24-well microculture plates were used. In each well, 150 H. contortus eggs were added together 

with A. graveolens, essential oil at six different concentrations (9.4, 4.7, 2.35, 1.17, 0.58 and 

0.29 mg/mL); distilled water was used as negative control, and Tiabendazole 0.025 mg/mL and 

Tween 80 (1% of the final solution) were used as positive control; the latter was used to 

emulsify the oils in their dilutions. After 48 hours, Lugol was added for the purpose of 

interrupting hatching, and eggs and larvae were counted using an inverted microscope. Each 

treatment was performed in four replicates. Hatchability inhibition means for each treatment 

were determined according to the equation as described by Camurça-Vasconcelos et al. (2007), 

namely % Hatchability Inhibition = number of larvae / (number of larvae + number of eggs) X 

100. 

Larval development inhibition test  

        The larval development test was performed according to the method as described by 

Roberts and O'Sullivan (1950), adapted. For each treatment, a 1 mL aliquot (containing 250 1st 
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stage larvae) was used, which was then incubated for 6 days with 2 g feces from a 

gastrointestinal nematode-free animal, together with 1 mL A. graveolens essential oils at 9.4, 

4.7, 2.35, 1.17, 0.58 and 0.29 mg/mL concentrations.  

The negative control consisted of the culture treated with distilled water and with Tween 

80 (1% of final solution), and the positive control by 0.02 mg/mL Levamisole, all with four 

replicates. Third stage larva was performed after culture larva collection, which was then added 

with Lugol and visualized under an inverted microscope. The inhibition percentage was given 

by the following formula: % larval development inhibition = (number of larvae in the control - 

number of larvae in treatment) / number of larvae in control x 100. 

Larval migration inhibition test   

        To perform the technique, third stage larvae were placed in six-well polyethylene plates 

and allowed in a 25 μm mesh sieve to migrate for an hour so as viable larvae could be selected. 

After this initial selection, L3 larvae were added with a 0.6% sodium hypochlorite solution for 

approximately 20 min. so that the larvae exsheathment could occur. Following, three washes 

with distilled water, centrifugation at 203g for 2 min were performed and the final volume 

suitability of 150 larvae in 100 μL water was obtained (Demeler et al., 2010). These were 

incubated with 900 μL A. graveolens essential oil at 9.4, 4.7, 2.35, 1.17, 0.58 and 0.29 mg/mL 

and kept in an incubator at 28 ºC for 24 hours in two replicates.  

 Distilled water and Tween 80 (1% of final solution) were used as negative control, whereas 

positive control was performed with 0.02 mg/mL Levamisole. After the incubation period, the 

contents of each well containing L3 were transferred to 25 μm mesh sieves and re-incubated at 

28°C for 24 hours. The sieves were then removed and washed with distilled water to wash away 

retained contents, followed by counting larvae that migrated and those retained by the sieves 

under an inverted microscope. The larval migration inhibition means for each treatment were 
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calculated using the equation: % larval migration inhibition = Number of larvae that did not 

migrate / (Number of larvae that did not migrate + Number of larvae that migrated) X 100. 

Statistical analysis          

 Analysis of Variance (ANOVA), followed by multiple comparison Tukey’s test, was 

applied at a 5% probability level using the GraphPad Prism version 7.0 software. The 50% 

inhibitory concentration (IC50) capable of inhibiting 50% of egg hatch, larval development and 

larval migration was determined from the concentration-response curve, with a 95% confidence 

interval by means of the GraphPad Prism software version 5.0 for Windows.  

   

Results:       

        A. graveolens essential oil yield, according to the methodology used in the extraction, was 

1.3 mL/100g seed. Gas chromatography associated with mass spectrometry showed 5 major A. 

graveolens oil components which were present in 95.93% of the total oil: 39.1% 

Dihydrocarvone, 22.24% Carvone, 16.84% D -Limonene, 10.49% Apiol and 7.26% Trans-

dihydrocarvone. 

          Table 1 shows the results of A. graveolens essential oil activity at different H. contortus 

development stages (eggs, first stage larvae - L1 and infective larvae - L3). In the egg hatch 

inhibition test, it could be observed that only the lowest concentration (0.29 mg/mL) was 

statistically different from the anthelmintic control. In the larval development inhibition test, 

only the two highest concentrations (9.4 and 4.7 mg/mL) showed no statistical differences from 

the control with anthelmintic, whereas in the larval migration inhibition test only the highest 

concentration (9.4 mg/mL) was statistically similar to anthelmintic control results.  

         In the evaluation of A. graveolens essential oil cytotoxicity in MDBK (Madin-Darby 

Bovine Kidney) cells, cell viability (%) at the different concentrations tested was: 
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9.4 mg/mL  (86%); 4.7 mg/mL (89%); 2.35 mg/mL (96%); 1.17 mg/mL  (96%); 0.58 

mg/mL (96%) and 0.29 mg/mL (99%). 

        The minimum A. graveolens essential oil concentration necessary to inhibit 50% egg 

hatchability (IC50) was 0.006 mg/mL, while the IC50 for larval development inhibition and 

larval migration were 2.536 mg/mL and 3.963 mg/mL, respectively.  

 

Discussion: 

        The use of plants has proved to be a promising alternative in the control of small ruminant 

nematodes. In addition to showing anthelmintic activity, it is a sustainable practice, since it 

reduces the risk of chemical residues in animal products and in the environment (Chagas et al., 

2008). In this study, the results of A. graveolens essential oil action against H. contortus eggs 

were promising, with 100% hatch inhibition (HI) at the highest concentration (9.4 mg/mL), not 

differing much (p <0.05) from the 0.58 mg/mL concentration (98.57%). These results were 

similar to those found by an Ocimum basilicum essential oil study, which found a 100% H. 

contortus HI at a 0.5 mg/mL concentration (Castro et al., 2017), as well as for Croton zehntneri 

and Lippia sidoides essential oils, which inhibited 98% of H. contortus egg hatching at 1.25 

mg/mL (Camurça-Vasconcelos et al., 2007), and 5.3 mg/mL Eucalipypus citriodora, which 

showed a 98.8% hatch inhibition (Macedo et al., 2009). Although studies with essential oils 

from different plants have shown their efficacy in H. contortus egg HI, this has only been 

reached at much higher concentrations than those obtained by the present study. Macedo et al. 

(2009), using Eucalipypus globulus essential oil, obtained 99.3% HI at the 21.75 mg/mL, and 

Pessoa et al. (2002), upon evaluating Ocimum gratissimum, found a 100% HI at 50 mg/mL 

concentration. Although some plants may present common components, these differ in 

concentration levels; also, the anthelmintic action can be potentiated by a synergistic effect 

between different components (Katiki et al., 2017; Ma et al., 2015).  
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        Larval development inhibition (LDI) showed 98.58% efficacy at its highest concentration 

(9.4 mg/mL) - similar to that of anthelmintic treatment - inactivating the development of the 

infectious phase (L3). The results obtained in the present study were similar to those obtained 

by Macedo et al. (2009) with Eucalyptus globulus essential oil, with 98.7% LDI at a 21.75 

mg/mL concentration, which was also observed by Camurça-Vasconcelos et al. (2007) with 

Lippia sidoides essential oil, who obtained 94.5% LDI at a 20 mg/mL concentration. These 

results, however, were obtained using concentrations much higher than those evaluated in this 

study, which may indicate a higher A. graveolens essential oil anthelmintic potential. 

        In the larval migration inhibition test (LMI), the 9.4 mg/mL concentration obtained 63.7% 

efficacy; a similar study carried out by Yoshihara et al. (2014), who tested condensed tannins 

extracted from Acacia mearnsii, found that the 12.5 mg/mL concentration showed 56.3% 

inhibition, and only reaching 97.1% at the highest concentration used - 100 mg/mL, thus 

demonstrating that better results can be obtained with a concentration increase. When analyzing 

the results of A. graveolens essential oil action in the different H. contortus development phases, 

L3 was found to be the most resistant, which can be attributed to the presence of the double 

cuticle at this larval stage as well as to the lower metabolic activity that occurs at this stage, a 

fact which was also mentioned by Amarante et al. (2014).  

        Essential oils comprise a complex combination of volatile substances extracted from plants 

containing several tens or even hundreds of substances with diverse chemical composition. 

However, most often one or more substances prevail, determining the major components that 

characterize the plant species under analysis and its properties (Bakkali et al., 2008). The major 

components identified in A. graveolens oil in this study were also present in other investigations 

(Singh et al., 2005; Orhan et al., 2013; Sintim et al., 2015), though their compound 

concentration differs, showing that these are dependent on several factors such as the area where 
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the plant was raised, type of crop, and the extraction technique it was submitted (Chahal et al., 

2017). 

        Another important factor that has been detected is the synergistic action of A. graveolens 

essential oil components, as observed by Ma et al. (2015) who, upon evaluating the activity of 

this oil against the fungus Sclerotinia sclerotiorum, found that two of its main components, 

carvone and limonene, synergistically inhibited the growth of this fungus. Limonene is found 

in oils from different plants with anthelmintic activity, such as Lippia sidoides, Cymbopogon 

martinii, Mentha piperita and Eucalyptus staigeriana (Katiki et al., 2011; Carvalho et al., 2012; 

Ribeiro et al., 2013). In agreement with this finding, it has been found that limonene accounts 

for 96% of Citrus sinensis essential oil composition, causing 100% in vitro inhibition of H. 

contortus eggs and larvae in most concentrations tested (Gaínza et al., 2015). It is possible that 

these two compounds present in A. graveolens essential oil may also be the major components 

of the anthelmintic action on H. contortus observed in the present study. 

 For a product to be considered a good infection control agent, causing no harm to the host 

is as important as the deleterious effect of phytotherapic on the parasite. Although the toxic 

effect of some plants that have already been described, other studies have already shown an 

opposite effect, a protection against the toxicity of other chemicals (Boriollo et al., 2018). In a 

study with A. graveolens leaf extract containing silver nanoparticles, Kalangi et al. (2016) 

performed the same cell viability assay and observed at the highest concentration of 100 mg a 

viability of 82%. Even using concentrations much lower than these, the present study obtained 

a similar, satisfactory cell viability (86%) at the highest concentration. 

       As to A. graveolens essential oil IC50 evaluation, this was higher for larval migration 

(3.963 mg/mL); this result was inferior to the parameters established by Adamu et al. (2013), 

in which a plant extract showing an EC50 below 6 mg/mL presented a great anthelmintic 

potential, corroborating the present finding.  
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Conclusion:   

        The study of plants through their essential oils with action on gastrointestinal nematodes 

has the potential to obtain molecules with anthelmintic activity and, in this context, and even 

aware of the importance of in vivo testing, the results presented here show that the A. graveolens 

essential oil is a promising source of biomolecules with proven anthelmintic activity from the 

techniques employed.  

 

TABLE 1: PERCENTAGE OF ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF ANETHUM GRAVEOLENS 

IN THE DIFFERENT STAGES OF DEVELOPMENT OF HAEMONCHUS CONTORTUS. 

Treatment Egg hatch 

inhibition (%) 

Larval development 

inhibition (%) 

Larval migration 

inhibition (%) 

Control 3.4d 0c 6.3e 

Tween 80 7.05c 2.12c 10.8e 

AH 100a 99.50a 82.05a 

9.4 mg/mL 100ab 98.58a 63.7ab 

4.7 mg/mL 99.30ab 83.16ab 46.75bc 

2.35 mg/mL 99.35ab 30.88bc 47.05bc 

1.17 mg/mL 98.90ab 25.40c 37.1cd 

0.58 mg/mL 98.57ab 19.11c 18.75de 

0.29 mg/mL 96.40b 0.49c 13.00de 

Different letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05). 
AH: antihelmintic. 
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Resumo 

O Haemonchus contortus é o principal causador de perdas econômicas na produção de ovinos, devido 

sua ação hematófoga causa altas taxas de morbidade e mortalidade. A utilização intensa de anti-

helmínticos no controle destes parasitos induziu a instalação de resistência a praticamente todos os 

princípios ativos disponíveis. Esse estudo teve como objetivos avaliar o óleo essencial de Cuminum 

cyminum, in vitro, contra ovos e larvas H. contortus, identificar os principais constituintes e 

determinar a concentração mínima para mortalidade de 50% da população (CI 50). O óleo foi 

extraído de sementes através do aparelho de clevenger e para determinar os principais constituintes 

foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os ovos foram obtidos 

através da coleta de fezes de ovinos infectados e as larvas recuperadas através de cultura de fezes. 

As avaliações foram realizadas através dos testes de inibição da eclosão de ovos (IEO), inibição da 

migração larval (IML) e inibição do desenvolvimento larval (IDL). As concentrações utilizadas do óleo 

foram: 9.4; 4.7; 2.35; 1.17; 0.58 mg/mL, todos os testes acompanhados de controles com anti-

helmíntico comercial, água destilada e Tween. Os resultados obtidos na maior concentração 

(9.4mg/mL) foram de 98.62% para IEO, 69.12% para IDL e 23.45% para IML. O constituinte 

encontrado em maior concentração foi o Cumaldehyde representando 27.39% da totalidade do óleo, 

a CI 50 foi 0.0012 mg/mL sobre a IML, 3.70 mg/mL para IDL e 104.34 mg/mL para IML. Assim, é 

possível concluir que o óleo essencial apresentou resultados promissores, que podem acrescentar 

futuramente no controle destes parasitos. 

 

Palavras-chave: parasitose; cominho; anti-helmíntico; plantas, bioprospecção. 
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INTRODUÇÃO 

Os nematódeos gastrintestinais são conhecidos mundialmente como os maiores 

determinantes de prejuízo econômico na produção de pequenos ruminantes (CALVETE et al., 

2014; COOP; KYRIAZAKIS 2001), sendo o nematódeo Haemonchus contortus, parasito 

hematófago, a principal espécie que acomete ovinos. (AMARANTE et al., 1992; 

KUMARASINGHA et al., 2016), 

O controle destes parasitos se fundamenta na utilização de anti-helmínticos comercias, aos 

quais, devido ao uso intenso já não possuem a ação esperada, com uma ampla presença de 

resistência a estes fármacos em rebanhos ovinos (RAMOS et al., 2002). Isto aliado a exigência 

cada vez maior de produzir produtos sem resíduos químicos, mostra a necessidade de novas 

alternativas a serem incorporadas contra estes parasitos.  

São diversas as linhas de pesquisa buscando novas opções para o controle destes parasitos, 

dentre essas destacam-se os estudos com fitoterápicos. Os óleos essenciais (O.E.) que fazem 

parte desta categoria, são misturas complexas produtos do metabolismo secundário de 

plantas. Estes contem derivados terpenóides, sendo os monoterpenos, os sesquiterpenos, 

principais responsáveis pelas atividades biológicasdestes óleos (SANTOS et al., 2010; 

MARTINEZ - VELASQUEZ et al., 2011). 

Estudos com óleos essenciais de diferentes plantas têm indicado atividades anti-helmínticas 

sobre distintas fases de desenvolvimento de H. contortus, como frente a Opuntiaficus-indica 

(FÉBOLI et al., 2016); Eucalyptus globulus (MACEDO et al., 2009); Ocimum basilicum (CASTRO 

et al., 2017) e Melaleuca alternifolia (GRANDO et al., 2016).  

A planta Cuminum cyminum pertence à família Apiaceae (Umbelíferas) de caule e ramos 

estriados, que apresentam folhas alternas, verde-escuras e flores alvas em umbrelas 

terminais. Os seus frutos também são denominados de sementes (frutos secos contendo a 

semente), com aproximadamente meio centímetro de comprimento de coloração cinza-

amarelados e cobertos por uma fina penugem de onde é extraído o óleo essencial (VIEIRA, 

1992). O óleo essencial de C. cyminum possui atividade biológica com ação sobre bactérias 

(LACOBELLIS et al., 2005), fungos (MOHAMMADPOUR et al. 2012), insetos (YEOM et al., 2012) 

e ácaros (VILLARREAL et al.,2017).  

Estes resultados motivaram o desenvolvimento deste estudo, que teve como objetivo avaliar 

a ação in vitro do óleo essencial de C. cyminum sobre ovos e larvas de H. contortus, bem como 
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determinar seus principais constituintes e obter a concentração inibitória de 50%de sua 

população (CI50). 

  

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção e análise química do óleo essencial 

 

Foram utilizadas no experimento, sementes de Cuminum cyminum (cominho), adquirida de 

distribuidor comercial (Luar Sul®) com certificação de qualidade e origem. As sementes foram 

submetidas à extração com arraste de vapor em aparelho Clevenger, durante 4h. Após, o óleo 

obtido foi seco com sulfato de sódio anidro P.A., armazenado em frasco âmbar e mantido a 

18ºC até a utilização. Foi realizada a análise química por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa. 

 

Obtenção dos ovos de nematódeos gastrintestinais 

 

Ovinos naturalmente infectados, provenientes do Biotério da Universidade Federal de 

Pelotas, foram utilizados para coleta de fezes diretamente da ampola retal destes animais. Foi 

quantificada a infecção parasitária com a utilização da técnica de Gordon & Whitlock (1939). 

Amostras de fezes acima de 2000 ovos por grama de fezes foram processadas para separação 

dos ovos das sujidades do material fecal através da técnica de Hubert e Kerboeuf (1992), com 

modificações. 

 

Obtenção de larvas de nematódeos gastrintestinais 

 

Para a realização do teste de desenvolvimento larval foram utilizadas larvas de primeiro 

estágio (L1), as quais foram recuperadas a partir da incubação por 24h em estufa B.O.D com 

temperatura de 28°C e umidade relativa de 80%, dos ovos obtidos nas amostras positivas. Já 

no teste de inibição da migração larval foram utilizadas L3, obtidas através da técnica de 

Roberts e O’Sullivan (1950). 
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Teste de Inibição da eclodibilidade 

 

Foi realizado através da metodologia descrita por Coles et al. (1992), utilizando placas de 

microcultivo de 24 poços. Aproximadamente 150 de ovos foram adicionados em cada poço, 

juntamente com o O.E. de C. cyminum, nas concentrações (9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58 mg/mL), 

controle negativo foi água destilada, controle positivo Tiabendazol 0,025 mg/mL e o controle 

com Tween 80 (1% da solução final), para emulsificação do óleo nas diferentes diluições. Após 

48 horas foi realizada a contagem de ovos e larvas. Todos os tratamentos foram realizados em 

4 repetições. As médias da inibição da eclodibilidade foram determinadas conforme a equação 

descrita por Camurça-Vasconcelos et al. (2007): % de Inibição da Eclodibilidade = número de 

larvas / número de larvas mais número de ovos X 100. 

 

Teste de inibição do desenvolvimento larval 

 

Realizado conforme descrito por Roberts e O’Sullivan (1950) com modificações. Uma alíquota, 

contendo aproximadamente 250 L1, foi incubada durante seis dias com 2 g de fezes 

provenientes de um animal livre de nematoides gastrintestinais, juntamente com do O.E. de 

C. cyminum nas concentrações de 9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58 mg/mL. O controle negativo foi 

constituído pela cultura tratada com água destilada, controle com Tween 80 (1% da solução 

final) e o controle positivo por 0,02 mg/mL de Levamisol, todos em quatro repetições. A 

contagem das larvas de 3º estádio foi realizada após coleta das larvas da cultura, acrescido de 

Lugol, seguindo-se a visualização ao microscópio invertido. O percentual de inibição foi dado 

através da seguinte fórmula: % de inibição do desenvolvimento larval = (número de larvas no 

controle – número de larvas no tratamento) / (número de larvas no controle) x 100. 

 

Teste de Inibição da migração larval 

 

Primeiramente, larvas de 3º estágio de H. contortus viáveis foram colocadas em contato com 

solução de hipoclorito de sódio 0,6%, por aproximadamente 20min, para que houvesse o 

desembainhamento das larvas. Seguindo-se três lavagens através de centrifugação, a 

3000rpm por 2min com água destilada e a adequação final para concentração de 150 larvas 

em 100µL. Após, foram adicionadas, em placas de cultura de polietileno de 24 orifícios, 900µL 
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do óleo essencial nas concentrações de 9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58 mg/mL, e mantidas por 24 

horas em estufa a 28 ºC. Foram utilizados controle negativo com água destilada, controle com 

Tween 80 (1% da solução final) e como positivo por 0,02 mg/mL de Levamisol.  Após o período 

de incubação, o conteúdo de cada poço contendo L3 foi transferido para tamises com malha 

de abertura de 25µm e acondicionadas novamente em estufa a 28 °C por 24 horas. Após este 

período os tamises foram removidos e lavados com água destilada para retirar o conteúdo 

retido, seguindo-se a contagem em microscópio invertido das larvas que migraram e das 

larvas que ficaram retidas nos tamises.  As médias de inibição da migração larval para cada 

tratamento foram calculadas através da equação: % inibição da migração larval = Número de 

larvas que não migraram / (Número de larvas que não migraram + Número de larvas que 

migraram) X 100. 

 

Análise estatística 

 

Para a realização da análise estatística foi utilizado o software Statistix 9.0, ANOVA e 

comparação de médias pelo teste de Tukey (P≤0,05). Na determinação da concentração 

inibitória 50 (CI50), concentração capaz de inibir 50% da eclosão, migração e desenvolvimento 

larval, foi determinada a partir da curva dose-resposta, com intervalo de confiança de 95%, 

utilizando o programa GraphPadPrism para Windows, versão 7.0. 

  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os óleos essenciais são misturas complexas que podem conter inúmeros compostos em 

diferentes concentrações, geralmente os componentes majoritários determinam a ação 

biológica do óleo (SINTIM et al., 2015). A atividade anti-helmíntica de diferentes extratos de 

plantas em nematódeos gastrintestinais de pequenos ruminantes tem sido amplamente 

estudada (GITHIORI et al., 2006; MACIEL et al, 2006; EGUALE & GIDAY, 2009 MORENO-

GONZALO et al., 2013; ENGSTR ¨OM et al., 2016). Contudo, esta ação depende dos 

constituintes, os quais diferem conforme a família botânica da planta, a sua proveniência, 

porção utilizada, fase de crescimento e até mesmo a época do ano. A análise da composição 

química do O.E. Cuminum cyminum mostrou como principal constituinte o Cumaldehyde, 
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representando 27,39% (Tabela 1). Resultado esse também relatado por Hajlaoui et al. (2010), 

Wanner et al., (2010), Chaudhry et al, (2012) e Rihawy et al. (2014). 

 
Tabela1: Constituintes químicos majoritários do óleo essencial de Cuminum cyminum obtidos através de 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. 

Compostos % 

Beta pinene 10.75 
Cymene 5.56 

Gamma-terpinem 15.24 
Cumaldehyde 27.39 
2-Caren-10-al 3.76 

1-Phenyl-1-butanol 19.47 

 

No presente estudo, o óleo essencial dos frutos de C. cyminum mostrou rendimento de 2.5%, 

semelhante ao verificado por Chaudhry et al. (2012) e Rana (2014), que obtiveram rendimento 

de 3%. 

A eficácia do óleo essencial de C. cyminum nas diferentes metodologias utilizadas está 

apresentada na Tabela 2. O teste de inibição da eclosão foi o que apresentou melhores 

resultados, sendo que na concentração de 9.4 mg/mL a eficácia foi de 98.62%, não diferindo 

estatisticamente do controle com anti-helmíntico. 

 
Tabela 2: Porcentagem de eficácia do óleo essencial de Cuminum cyminum sobre ovos e larvas (L1 e L3) de 
Haemonchus contortus. 

Tratamento Inibição da 
eclosão (%) 

Inibição do 
desenvolvimento (%) 

Inibição da 
migração (%) 

Controle 3.4c 0a 6.3bc 

Tween 80 7.05c 2.12a 10.8bc 

AH 100a 99.50d 82.05a 

9,4 mg/mL 98.62a 69.12bc 23.45b 

4,7 mg/mL 94.27b 54.57ab 17.25bc 

2,35 mg/mL 97.22ab 49.50bc 15.55bc 

1,17 mg/mL 94.67b 21.56ab 11.1bc 

0,58 mg/mL 93.95b 4.90a 10.8bc 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P < 0.05). 
AH: anti-helmíntico. 
 

Já na análise em larvas de primeiro (L1) e de terceiro estágio (L3) a eficácia foi de 69,12% e 

de 23,45%, respectivamente. 
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Do mesmo modo, Castro et al. (2017) encontraram resultados semelhantes ao deste estudo 

na inibição da eclosão dos ovos, quando utilizaram o óleo essencial de Ocimum basilicum, que 

mostrou ação sobre os ovos em todas as concentrações avaliadas (0.25 mg mL a 32 mg/mL).  

Também, Grando et al. (2016), ao testarem o óleo essencial de Melaleuca alternifolia 

obtiveram 100% no teste da inibição da eclosão, já na avaliação sobre a inibição da migração 

de larvas, observaram 88% de atividade somente na concentração de 56 mg/mL. 

Abbas et al. (2009) utilizaram extrato aquoso de C. cyminum no combate a larvas de 

nematódeos parasitos de plantas e observaram, assim como no presente estudo, que os ovos 

foram mais sensíveis quando comparados com as larvas. Na avaliação da viabilidade das 

larvas, na maior concentração, foi verificado 30% de mortalidade, enquanto a mesma 

concentração em contato com os ovos obteve 100% de inibição da eclodibilidade, resultado 

muito semelhante do observado no presente estudo, porém em menores concentrações. 

Também foi avaliado o efeito dose resposta, que foi comprovado, visto quenas análises 

utilizando a concentração de 50% foi atingido a inibição de 83% dos ovos e ao dobrar a 

concentração observou-se 100% de inibição da eclodibilidade.  

Os estudos da avaliação do O.E. de C. cyminum também mostraram resultados promissores 

sobre larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus com 100% de mortalidade de larvas em 

concentrações semelhantes a utilizadas no presente estudo, 20%, 10%, 5%, 2.5% e 1.25% 

(MARTINEZ VELAZQUEZ et al., 2011). Entretanto, este mesmo óleo quando avaliado em 

fêmeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, somente obteve 100% de mortalidade na 

concentração de 200mg/mL (VILLARREAL et al., 2017). É provável que as fases mais 

desenvolvidas do parasito tenham maior capacidade de resistir as adversidades, o que leva a 

necessitarem de maiores concentrações do óleo para serem mortas. Nossos resultados, aqui 

apresentados também mostraram a maior eficácia do óleo sobre ovos, seguido de L1 e menor 

eficácia, frente às larvas infectantes de H. contortus. Esta maior atividade sobre os ovos, foi 

mencionada por Perry, (2002), quando observou a ação de polifenois em ligarem-se a 

lipoproteínas presentes na casca do ovo, as quais poderiam alterar a permeabilidade e inibir 

a liberação de enzimas de eclosão e consequentemente inviabilizando a eclosão destes 

parasitos. 

A maior resistência das L3 provavelmente seja devido a presença de dupla cutícula (MOLAN 

et al., 2002) dificultando a penetração dos compostos ativos do O.E. de C. cyminum. Já as L1 

por não apresentarem essa dupla cutícula seriam mais suscetíveis a ação do óleo. Este então, 
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poderia agir sobre a faringe e/ou sobre a camada muscular do parasito, levando a paralisia 

(MOLAN et al., 2002). 

A redução de eclosão e do desenvolvimento dos estágios de vida livre de nematódeos 

gastrintestinais poderá ter uma importância epidemiológica, visto a diminuição da 

contaminação das pastagens utilizadas por ruminantes (MAX, 2010). A determinação da 

concentração inibitória 50% (CI 50%), que indica a dose do óleo essencial de C. cyminum capaz 

de inibir 50% da população de parasitos submetida ao tratamento, mostrou que são 

necessários 0,0012 mg/mL para a inibição de 50% da eclodibilidade, 3.70 mg/mL para Inibição 

do desenvolvimento e 104.34 mg/mL para inibição da migração larval. Já Castro et al. (2017), 

que avaliaram ação do O.E. de O. basilicum também sobre H. contortus, a CI50 para inibição 

da eclodibilidade foi de 2123 mg/mL, dose esta 176 vezes maior do que a apresentada neste 

estudo, demonstrando o potencial anti-helmíntico do óleo essencial de C. cyminum. 

 

CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos, mostram que o óleo essencial de C. cyminum apresenta ação anti-

helmíntica, sobretudo na inibição da eclosão dos ovos de H. contortus, estes dados são 

importantes, mostrando seu potencial para dar continuidade ao estudo através de testes in 

vivo, para controle dos nematódeos gastrintestinais de ovinos. 
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IN VITRO ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF Cuminum cyminum 

AGAINST Haemonchus contortus 

 

ABSTRACT 

 

Haemonchus contortus is the main cause of economic losses in sheep production due to its 
haematopoietic action causing high rates of morbidity and mortality. The intense use of 
anthelmintics in the control of these parasites induced the installation of resistance to 
practically all active principles available. The objective of this study was to evaluate the 
essential oil of Cuminum cyminum in vitro against H. contortus eggs and larvae, to identify the 
main constituents and to determine the minimum concentration for mortality of 50% of the 
population (CI 50). The oil was extracted from seeds through the clevenger apparatus and to 
determine the main constituents was performed the gas chromatography coupled to mass 
spectrometry. The eggs were obtained by collecting feces from infected sheep and the 
recovered larvae through feces culture. Evaluations were performed through egg hatch 
inhibition (IEO) tests, inhibition of larval migration (IML) and inhibition of larval development 
(IDL). The used concentrations of the oil were: 9.4; 4.7; 2.35; 1.17; 0.58 mg / mL, all tests 
accompanied by controls with commercial anthelmintic, distilled water and Tween. The 
results obtained in the highest concentration (9.4 mg / mL) were 98.62% for IEO, 69.12% for 
IDL and 23.45% for IML. The most important constituent was Cumaldehyde representing 
27.39% of the total oil, CI 50 was 0.0012 mg / mL for IML, 3.70 mg / mL for IDL, and 104.34 mg 
/mL for IML. Thus, it is possible to conclude that the essential oil presented promising results, 
which may add to the control of these parasites in the future. 

 
Keywords: Cumin. Antihelmintic. Plants. Bioprospecting. 
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ACTIVIDAD IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Cuminum cyminum 

CONTRA Haemonchus contortus 

 

RESUMEN 

 

Haemonchus contortus es la principal causa de pérdidas económicas en la producción ovina 

debido a su acción hematopoyética que causa altos índices de morbilidad y mortalidad. El uso 

intenso de los antihelmínticos en el control de estos parásitos indujo la instalación de 

resistencia a prácticamente todos los principios activos disponibles. El objetivo de este estudio 

fue evaluar el aceite esencial de Cuminum cyminum in vitro contra los huevos y larvas de H. 

contortus, identificar los constituyentes principales y determinar la concentración mínima de 

mortalidad del 50% de la población (IC 50). El aceite se extrajo de las semillas a través del 

aparato experto y para determinar los constituyentes principales se realizó la cromatografía 

de gases acoplada a espectrometría de masas. Los huevos se obtuvieron recolectando heces 

de ovejas infectadas y las larvas recuperadas a través del cultivo de heces. Las evaluaciones se 

realizaron mediante pruebas de inhibición de la eclosión de los huevos (IEO), inhibición de la 

migración de las larvas (IML) e inhibición del desarrollo de las larvas (IDL). Las concentraciones 

de aceite utilizadas fueron: 9.4; 4.7; 2,35; 1,17; 0,58 mg / ml, todas las pruebas acompañadas 

de controles con antihelmínticos comerciales, agua destilada y Tween. Los resultados 

obtenidos en la concentración más alta (9,4 mg / ml) fueron 98,62% para IEO, 69,12% para IDL 

y 23,45% para IML. El constituyente más importante fue el cumaldehído que representa el 

27.39% del aceite total, el CI 50 fue de 0.0012 mg / mL para IML, 3.70 mg / mL para IDL y 

104.34 mg / mL para IML. Por lo tanto, es posible concluir que el aceite esencial presentó 

resultados prometedores, que pueden contribuir al control de estos parásitos en el futuro. 

Palabras clave: Comino. Anti-helmíntico. Plantas. Bioprospección. 
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Resumo 41 

O parasito maior importância para a ovinocultura é o Haemonchus contortus, sendo o controle 42 

deste parasito dificultado pela resistência anti-helmíntica aos princípios ativos existentes, com 43 

isso, a necessidade por novos métodos de controle é eminente, dentre estes, surgem as plantas 44 

e seus óleos essenciais. Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar a ação in vitro do óleo 45 

essencial (OE) de Thymus vulgaris contra ovos e larvas de H. contortus. O OE foi testado nas 46 

concentrações: 9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58; 0,29 mg/mL. Para o teste de inibição da eclodibilidade 47 

(IE) foram utilizados ovos, recuperados a partir da coleta de fezes. No teste de inibição do 48 

desenvolvimento larval (IDL) foram utilizadas L1, as larvas recuperadas foram incubadas com 49 

1 mL das diferentes diluições do óleo. Para a inibição da migração larval (IML) foram utilizadas 50 

L3, incubadas nas diferentes diluições do óleo. O OE apresentou alta eficiência, atingindo 100% 51 

na IE, 100% na IDL e 95,30% no teste de IML. O constituinte majoritário identificado foi o 52 

endo-Borneol (30,48%). A partir dos resultados apresentados, conclui-se, T. vulgaris 53 

demonstrou potencial anti-helmíntico e é uma alternativa promissora para prosseguir os 54 

estudos, através de avaliações in vivo, no controle destes parasitos em ovinos. 55 

 56 

Palavras chave: Fitoterápicos; tomilho; ruminantes; bioprospecção. 57 

 58 

Abstract 59 

The most important parasite for sheep breeding is Haemonchus contortus, being the control of 60 

this parasite hindered by the anthelmintic resistance to the existing active principles, therefore, 61 

the need for new control methods is eminent, among them, the plants and their oils essentials 62 

arise. Thus, the aim of this study was to evaluate the in vitro action of Thymus vulgaris essential 63 

oil (OE) against H. contortus eggs and larvae. The EO was tested at concentrations: 9.4; 4.7; 64 

2.35; 1.17; 0.58; 0.29 mg / mL. For the hatchability inhibition test (IE) eggs were recovered 65 

from the stool samples. In the larval development inhibition test (IDL) L1 were used, the 66 

recovered larvae were incubated with 1 mL of the different oil dilutions. For inhibition of larval 67 

migration (IML) L3 were used, incubated at different oil dilutions. The EO showed high 68 

efficiency, reaching 100% in the IE, 100% in the IDL and 95.30% in the IML test. The major 69 

constituent identified was endo-Borneol (30.48%). From the results presented, it was concluded 70 

that T. vulgaris has demonstrated anthelmintic potential and is a promising alternative for 71 

further studies through in vivo evaluations in the control of these parasites in sheep. 72 

 73 

Keywords: Herbal medicines; thyme; ruminants; bioprospecting. 74 

 75 

Introdução 76 

Os nematódeos gastrintestinais são conhecidos como os maiores responsáveis pelas 77 

perdas na ovinocultura, sendo o Haemonchus contortus o destaque como o principal parasito, 78 

pois é o de maior prevalência e patogenicidade no Brasil (SOUZA et al., 2013). As perdas 79 

ocasionadas por este parasito, se devem a grande ingestão de sangue, gerando anemia, fraqueza, 80 

deficiência nutricional, perda de peso, perda na produtividade, podendo acarretar até a morte 81 

dos animais (AROSEMEN et al., 1999; ROEBER et al., 2013).  82 
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O controle destes parasitos é realizado tradicionalmente com o uso de anti-helmínticos 83 

comerciais, porém estes como passar do tempo tem demonstrado uma diminuição de sua 84 

eficiência devido ao desenvolvimento da resistência nas populações destes parasitos (MILLER 85 

et al., 2012). 86 

Devido a esta dificuldade de controle com os tratamentos tradicionais, inúmeros estudos 87 

estão sendo realizados em diversos países, e estes vêm demonstrando que componentes obtidos 88 

de diversas espécies de plantas possuem eficiência na redução da carga parasitária de ovinos, 89 

podendo se tornar uma nova alternativa para o controle desses nematódeos (GITHIORI et al., 90 

2006). 91 

A família Lamiacea, na qual a espécie Thymus vulgaris, popularmente conhecida como 92 

tomilho, está inserida, apresenta inúmeros gêneros de plantas com ação comprovada contra 93 

nematódeos gastrintestinais de ovinos e bovinos (PESSOA et al., 2002; DIAS DE CASTRO et 94 

al., 2013). A partir disso, este estudo tem como objetivo avaliar a ação do óleo essencial de T. 95 

vulgaris na inibição da eclosão dos ovos, inibição do desenvolvimento larval e inibição da 96 

migração de larvas de Haemonchus contortus. 97 

 98 

Material e métodos 99 

 100 

Obtenção do óleo essencial 101 

As sementes de Thymus vulgaris (tomilho), foram adquiridas de distribuidor comercial, 102 

com certificação de qualidade e origem. As sementes foram submetidas à extração com arraste 103 

de vapor em aparelho Clevenger, durante 4h. Após, o óleo obtido foi seco com sulfato de sódio 104 

anidro P.A., armazenado em frasco âmbar e mantido a -18ºC até a sua utilização. Uma amostra 105 

foi retirada para análise química por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, 106 

para descrição dos constituintes químicos. 107 

 108 

Teste de Inibição da eclosão 109 

Foram coletadas fezes de ovinos provenientes do Biotério da Universidade Federal de 110 

Pelotas e realizada a técnica de Gordon & Whitlock (1939), para quantificar sua carga 111 

parasitária. As amostras com mais de 2000 ovos por grama de fezes foram processadas de 112 

acordo com a técnica de Hubert e Kerboeuf (1992) com modificações, com o objetivo de separar 113 

os ovos das sujidades do material fecal. 114 

O teste de eclosão de ovos foi baseado na metodologia descrita por Coles et al. (1992). 115 

Foram adicionados 150 ovos por poço de placas de microcultivo, juntamente com o óleo de T. 116 
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vulgaris, em seis concentrações (9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58; 0,29 mg/mL), o controle negativo 117 

foi realizado utilizando água destilada, o controle positivo com Tiabendazol 0,025 mg/mL e 118 

também foi realizado o controle com Tween 80 (1% da solução final). Após 48 h, foi 119 

acrescentado Lugol com o objetivo de interromper a eclosão das larvas e realizada a contagem 120 

de ovos e larvas com a utilização de um microscópio invertido. Os tratamentos foram realizados 121 

em quatro repetições. As médias da inibição da eclodibilidade para cada tratamento foi 122 

determinada conforme a equação descrita por Camurça-Vasconcelos et al. (2007): % de 123 

Inibição da Eclodibilidade =número de larvas / número de larvas mais número de ovos X 100. 124 

  125 

Teste de inibição do desenvolvimento larval 126 

Para obtenção das L1, os ovos foram incubados em estufa B.O.D com temperatura de 127 

27°C e umidade relativa de 80% por 24 h. O teste de desenvolvimento larval foi realizado 128 

conforme método descrito por Roberts e O’Sullivan (1950) modificado. Para cada tratamento 129 

foi utilizado uma alíquota de 1 mL, contendo aproximadamente 250 L1, foram incubadas 130 

durante 6 dias com 2 g de fezes provenientes de um animal não parasitado por nematódeos 131 

gastrintestinais, juntamente com 1 mL dos óleos essenciais de, T. vulgaris nas concentrações 132 

9,4; 4,7; 2,35; 1,17; 0,58; 0,29 mg/mL. O controle negativo foi constituído pela cultura tratada 133 

com água destilada, controle com Tween 80% (1% da solução final) e o positivo por 0,02 134 

mg/mL de Levamisol, todos em três repetições. A contagem das larvas de 3º estágio foi 135 

realizada após 24h a partir da coleta das larvas da cultura, acrescido de Lugol, seguindo-se a 136 

visualização ao microscópio invertido. O percentual de inibição foi dado através da seguinte 137 

fórmula: % de inibição do desenvolvimento larval = (número de larvas no controle – número 138 

de larvas no tratamento) / número de larvas no controle) x 100. 139 

 140 

 141 

Teste de Inibição da migração larval 142 

 Para a realização da técnica as larvas de 3º estágio obtidas através da técnica de Roberts 143 

e O’Sullivan (1950), foram colocadas para migrar por uma hora em placas de polietileno de 144 

seis poços, com o objetivo de selecionar as larvas viáveis, após essa seleção inicial, as L3 foram 145 

colocadas em contato com solução de hipoclorito de sódio 0,6%, por aproximadamente 20 146 

minutos, para que houvesse o desembainhamento das larvas. Seguindo-se de três lavagens 147 

através de centrifugação, a 3000rpm por 2 minutos, com água destilada e a adequação final para 148 

concentração de 150 larvas em 100µL. Estas foram incubadas com 900µL do óleo essencial de 149 
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T. vulgaris nas concentrações de 9,4; 4,7; 2,035; 1,17; 0,58; 0,29 mg/mL, por 24 horas em 150 

estufa a 28 ºC. Como controle negativo foi utilizada água destilada, controle com Tween 80% 151 

(1% da solução final) e o positivo por 0,02 mg/mL de Levamisol, todos os tratamentos foram 152 

realizados em duas repetições. 153 

Após o período de incubação, o conteúdo de cada poço contendo as L3 foi transferido 154 

para tamises com malha de abertura de 25µm e acondicionadas novamente em estufa a 28 °C 155 

por 24 h. Após este período, os tamises foram removidos e lavados com água destilada para 156 

retirar o conteúdo retido, seguindo-se a contagem em microscópio invertido das larvas que 157 

migraram e das larvas que ficaram retidas nos tamises.  As médias de inibição da migração 158 

larval para cada tratamento foram calculadas através da equação: % inibição da migração larval 159 

= Número de larvas que não migraram / (Número de larvas que não migraram + Número de 160 

larvas que migraram) X 100. 161 

 162 

Teste de Citotoxicidade 163 

O efeito citotóxico de T. vulgaris foi determinado através do ensaio de MTT (brometo 164 

tiazoli azul de tetrazólio), conforme descrito por Mosmann (1983) com modificações, no ensaio 165 

foram utilizadas células de rim bovino Madin-Darby (MDBK). 166 

 167 

Análise estatística 168 

Para a realização da análise estatística foi utilizado o software Statistix 9.0, ANOVA e 169 

comparação de médias pelo teste de Tukey (P≤0,05). 170 

A concentração inibitória 50% (CI50), concentração capaz de inibir 50% da eclosão, foi 171 

determinada a partir da curva dose-resposta. Com intervalo de confiança de 95%, utilizando o 172 

programa GraphPad Prism para Windows, versão 7.0. 173 

 174 

Resultados 175 

O óleo essencial de T. vulgaris apresentou ação sobre os ovos de H. contortus, em todas 176 

as concentrações testadas, não diferindo estatisticamente do controle com anti-helmíntico até a 177 

concentração de 1,17mg/mL, quando atingiu 93,40% de inibição de eclosão (Tab. 1). Na 178 

Inibição do desenvolvimento larval e inibição da migração larval mostrou maior ação nas 179 

concentrações de 9,4mg/mL, (100%) e (95,30%) e 4,7mg/mL, (92,48%) e (95,85%), 180 

respectivamente. 181 

 182 
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Tabela 1: Percentual de ação do óleo essencial de Thymus vulgaris contra ovos e larvas de 183 

Haemonchus contortus. 184 

Tratamento Inibição da 

eclosão 

Inibição do 

desenvolvimento 

Inibição da 

migração 

H2O 3,4d 0a 6.3d 

Tween 7,05d 2,12a 10,8d 

AH 100a 99,50c 82,05ab 

9,4 mg/mL 100a 100c 95.30ab 

4,7 mg/mL 100a 92,48bc 95,85a 

2,35 mg/mL 98,72ab 65,68bc 81,05ab 

1,17 mg/mL 95,40ab 42,97abc 69,60abc 

0,58 mg/mL 93,27b 45,75abc 43,95bcd 

0,29 mg/mL 77,60c 36,43ab 22,35cd 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (P < 0.05). 185 

 186 

Em relação à citotoxicidade em células de rim bovino, a porcentagem de células viáveis, 187 

após o teste de MTT com o óleo essencial de T. vulgaris foi de 50 e 51% nas concentrações de 188 

9,4 a 2,35 mg/mL (Tab. 2). 189 

 190 

 191 

 192 

Tabela 2: Percentual de viabilidade de células MDBK após incubação com óleo essencial de 193 

T. vulgaris. 194 

Viabilidade Celular (%) 

Tratamento 9,4 

mg/mL 

4,7 

mg/mL 

2,35 

mg/mL 

1,17 

mg/mL 

0,58 

mg/mL 

0,29 

mg/mL 

% 50 51 50 46 47 46 

 195 

 A CI 50 para inibição da eclodibilidade foi de 0,1373 mg/mL, inibição do 196 

desenvolvimento larval 0,8056 mg/mL e na inibição da migração larval 0,7253 mg/mL. 197 

 Os constituintes químicos majoritários detectados na cromatografia gasosa acoplada a 198 

espectrometria de massa foram endo-Borneol (30,48%), alpha-terpineol (28,56%), Thymol 199 

(11,95%) e Carvacrol (9,03%) (tabela 3). 200 
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Tabela 3: Constituintes químicos do óleo essencial de T. vulgaris após análise em cromatografia 201 

gasosa acoplada a espectrometria de massa. 202 

 203 

Compostos % 

alpha.-Pinene 2,40 

Camphene 4.86 

Cymene 1.12 

beta-Linalool 1.87 

endo-Borneol 30.48 

4-terpinenol 1.50 

alpha-terpineol 28.56 

thymol methyl eter 1.09 

Bornyl acetate 2.30 

Carvacrol 9.03 

Thymol 11.95 

Caryophyllene 3.66 

Caryophyllene oxide 1.17 

 204 

 205 

Discussão 206 

Este estudo visou avaliar a ação do óleo essencial de T. vulgais contra ovos, L1 e L3 de 207 

H. contortus. Com isso, observamos excelentes resultados que demonstraram a alta eficiência 208 

deste óleo. Foram utilizadas metodologias in vitro contra as diferentes formas evolutivas do 209 

ciclo de vida deste nematódeo, visando assim determinar em quais fases é possível interromper 210 

o desenvolvimento do H. contortus e ainda realizar uma triagem de compostos para futuros 211 

testes in vivo. A realização de testes in vitro prévios se mostra de grande importância por 212 

diminuir o número de animais de experimentação, diminuir custos e também reduzir o tempo 213 

do experimento, tornando possível a avaliação destes compostos anti-helmínticos (DEMELER 214 

et al., 2013). 215 

Pode-se observar que em todas as metodologias propostas os resultados das maiores 216 

concentrações do óleo não diferiram estatisticamente do resultado observado na ação do 217 

controle com anti-helmínticos comerciais, tiabendazol para os ovos e levamisol para as larvas. 218 

Além disso, foi observada a relação dose/dependente, ou seja, conforme a diminuição da 219 

concentração do óleo essencial de T. vulgaris, menor foi sua eficiência sobre ovos e larvas de 220 

H. contortus. 221 

O efeito demonstrado na inibição da eclosão larval, que nas concentrações de 9,4 e 4,7 222 

mg/mL alcançou 100% de eficácia, pode ser comparado ao encontrado por Ferreira et al. 223 

(2016), onde alcançou o mesmo resultado com o óleo essencial T. vulgaris na concentração 50 224 

mg/mL. O mesmo estudo, encontrou como maior constituinte deste óleo o Thymol, 225 



69 
 

representando 50,22% da amostra. Este constituinte isolado também foi testado frente ao 226 

parasito, chegando a 100% na concentração 25 mg/mL. Podemos perceber a diferença no 227 

percentual existente desta molécula, entre os dois óleos, visto que neste estudo o Thymol 228 

representou apenas 11,95%. Acredita-se que isso deve-se ao óleo essencial do presente estudo 229 

ser obtido de sementes de T. vulgaris, enquanto no estudo realizado por Ferreira et al. (2016) 230 

foram utilizadas as folhas. O fato de serem duas partes diferentes da planta, pode alterar os seus 231 

principais constituintes, porém cabe ressaltar o potencial apresentado pelos dois óleos na 232 

inibição da eclosão.  233 

T. vulgaris é uma planta aromática pertence à família Lamiacea, sendo esta conhecida 234 

na cultura popular por possuir diversos gêneros de plantas com atividades medicinais. Contra 235 

nematódeos gastrintestinais, a atividade dos óleos e extratos de planta da mesma família vem 236 

sendo objetivo de estudos de diversos autores, demonstrado resultados promissores como o 237 

encontrado neste estudo. Castro et al. (2017) testaram o óleo essencial e o extrato hidroalcoólico 238 

de Ocimum basilicum contra nematódeos gastrintestinais de ovinos, chegando a 100% de 239 

eficiência com os dois tipos de extrações. Pessoa et al. (2002) avaliaram a ação do óleo essencial 240 

de Ocimum gratissimum na inibição da eclosão de ovos de Haemonchus contortus, atingindo 241 

100% na maior concentração que utilizou 1% do óleo. Em testes com nematódeos de bovinos, 242 

Dias de Castro et al. (2013) utilizaram o extrato aquoso e o extrato hidroalcoólico de Origanum 243 

vulgare na inibição da eclodibilidade de ovos, chegando a 96,7% de atividade na concentração 244 

de 80 mg/mL do extrato hidroalcoólico. Tais resultados demonstram o potencial das plantas 245 

dessa família, e que conforme o gênero da planta, a porção da planta utilizada e o método de 246 

extração, podemos ter uma grande variação de eficácia. 247 

Com relação ao teste de inibição do desenvolvimento larval, a alta eficiência do 248 

resultado alcançado, 100% de ação na concentração 9,4 mg/mL, demonstra o potencial de T. 249 

vulgaris contra a larva de primeiro estágio do nematódeo. 250 

O teste de inibição da migração larval, realizado com as larvas infectantes, por sua vez 251 

apresentou 95,3% de eficiência na maior concentração, sendo superior ao controle com anti-252 

helmíntico comercial levamisol, que atingiu 82,05%, este fato vem ao encontro do atual 253 

panorama mundial da resistência anti-helmíntica, como relatado por Cezar et al. (2010), que 254 

observou a ineficácia de inúmeros princípios ativos, incluindo o levamisol, em ovinos 255 

naturalmente infectados no Rio Grande do Sul. 256 

A CI 50 obtida, demonstra baixa dose necessária para a inibição de 50% dos parasitos, 257 

sendo contra os ovos o maior potencial, onde 0,1373 mg/mL foram suficientes. Ferreira et al. 258 
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(2016) em seu estudo com o óleo de T. vulgaris encontrou uma CI50 de 0,436 mg/mL, 259 

confirmando o potencial desta planta como anti-helmíntica.  260 

A resposta obtida pelo óleo essencial de T. vulgaris ante H. contortus, demonstra que 261 

este é uma possibilidade de uso para o controle de parasitos. E além das utilizações terapêuticas 262 

conhecidas pela cultura popular, esta planta também tem sua ação comprovada contra outros 263 

microrganismos, como a ação antifúngica e contra aflatoxinas demonstrada por Kohiyama et 264 

al. (2015). 265 

 266 

Conclusão 267 

A partir do estudo realizado e dos resultados obtidos, podemos avaliar que o óleo 268 

essencial de T. vulgaris nas concentrações em que foi testado teve uma excelente atuação frente 269 

aos ovos e larvas de H. contortus, e demonstra ser uma excelente alternativa para auxiliar no 270 

controle destes parasitos. 271 

 272 
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4 Considerações Finais 

 

Com os resultados obtidos nos estudos realizados podemos concluir que os 

óleos essenciais de Anethum graveolens, Cuminum cyminum e Thymus vulgaris, nas 

condições em que foram testados, apresentaram ação anti-helmíntica sobre os ovos 

e larvas de Haemonchus contortus, mostrando que estas plantas, assim como as 

moléculas delas originadas podem vir a ser grandes aliados no controle deste 

nematódeo, causador de tantos problemas para a ovinocultura brasileira e mundial. A 

possível utilização destas plantas no futuro como auxiliar aos métodos tradicionais já 

estabelecidos, além do impacto sanitário, terá ao seu lado o fato da população 

consumidora preocupada com a origem dos medicamentos utilizados, dando suporte 

e alavancando a pesquisa e o uso de fitoterápicos e produtos orgânicos.
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