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YOSHIHARA, Eidi. Efeito anti-helmíntico direto de taninos condensados em 
nematódeos gastrintestinais de ovinos (Ovis aries). 2012. 66 f. Tese (Doutorado 
em Ciência Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012. 
 
 

RESUMO 
 
 
As helmintoses gastrintestinais representam um dos principais problemas sanitários 
para o rebanho ovino. O uso intensivo de anti-helmínticos nestas criações, muitas 
vezes, em subdoses, aliado a problemas de manejo, tem selecionado isolados de 
helmintos resistentes a vários produtos comerciais. A fitoterapia tem sido indicada 
principalmente para reduzir os custos dos tratamentos e prolongar a vida útil dos 
produtos anti-helmínticos disponíveis no mercado. O uso de plantas ricas em taninos 
condensados (TC) para reduzir uso de produtos químicos, pode ser indicado como 
uma alternativa no controle de helmintos em ovinos. O presente trabalho teve como 
objetivo avaliar o efeito anti-helmíntico dos TC sobre nematódeos gastrintestinais de 
ovinos. Durante o período de testes foram realizados dois ensaios experimentais: 
Experimento 1 - Efeito anti-helmíntico de taninos condensados em nematódeos 
gastrintestinais de ovinos, para avaliar in vitro o efeito anti-helmíntico dos TC 
proveniente do extrato de acácia (Acacia mearnsii) (EA) sobre ovos e larvas de 
terceiro estágio. O EA na concentração de 100 mg mL-1 inibiu 100% da eclosão de 
ovos e a concentração letal capaz de inibir 50% (CL50) da eclosão foi de 2,85 mg 
mL"1. No teste de inibição da migração larval, também na concentração de 100 mg 
mL-1, a inibição foi de 97,1% e a CL50 foi de 12,45 mg mL-1. Experimento 2 - 
Alterações ultraestruturais da cutícula de Haemonchus contortus tratados com EA. 
No teste in vitro os parasitos foram expostos ao extrato de acácia (100 mg mL-1) por 
duas horas. Ocorreram alterações ultraestruturais na cutícula, representado por 
rugas transversais e rupturas da cutícula com aumento de volume e distorções das 
estrias cuticulares e possível extravasamento de material interno. No teste in vivo, o 
ovino recebeu via oral o EA diluído em água morna (1,6 g kg-1 PV) durante três dias. 
Foi observada a presença de rupturas da cutícula com aumento de volume com 
distorções das estrias cuticulares e aparentemente extravasamento de material 
interno. Na região cefálica ocorreram alterações ultraestruturais com perda da 
integridade da cutícula. A ação direta dos TC sobre ovos, larvas de terceiro estágio e 
adultos foi demonstrada no presente estudo, porém mais estudos são necessários 
para a indicação de um controle de parasitos baseado no uso de fontes de TC. 
 
 
Palavras-chave: Helmintos gastrintestinais. Taninos. Teste in vitro. Ação direta. 

Microscopia eletrônica. 
 



 

 

YOSHIHARA, Eidi. Direct Anthelmintic effect of condensed tannins in 
gastrointestinal nematodes of sheep (Ovis aries). 2012, 66 f. Tese (Doutorado 
em Ciência Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Gastrointestinal helminthosis are one of the main sanitary problems in sheep. The 
inadequate intensive usage of anthelminthics on these animals, added to 
management problems, causes the selection of isolates which are resistant to many 
commercial products. Phytotherapy is being prescribed mainly to reduce treatment 
costs and to increase the lifetime of commercial anti-helminthic. The usage of plants 
rich in condensed tannins (CT) to reduce the use of chemical products can be 
indicated as an alternative in sheep helminths control. The objective of this study was 
to evaluate the antihelminthic effect of CT from Acacia mearnsii extract (AE) on 
sheep gastrointestinal nematodes. During the experimental assays were performed: 
Experiment 1 - Were carried out to evaluate in vitro antihelminthic effect of the CT 
from the AE on eggs and third larvae stage of sheep gastrointestinal nematodes. The 
AE in concentration of 100 mg mL-1 inhibited the eggs hatching at 100% and the letal 
concentration that inhibit 50% (LC50) of the hatching was 2.85 mg mL-1. In larval 
migration the inhibition was 97.1% in concentration of 100 mg mL-1 and the LC50 was 
12.45 mg mL-1. Experiment 2 - Haemonchus contortus were exposed to AE (100 mg 
mL-1) for two hours. After this period, was observed ultrastrucutral alterations in the 
larval cuticle, represented by transverse wrinkles and cuticle rupture with volume 
increase and cuticle strial distortions and possible extravasation of internal material. 
In in vivo test, were drench with AE (1.6 g kg-1 BW) diluted with warm water during 
three days. It was observed cuticle rupture with volume increase, cuticle strials 
distortions and probable extravasation of internal material. In the cephalic region it 
was observed ultrastructural alterations with loss of the cuticle integrity. Direct action 
of CT in eggs, third stage larval and adults was evidenced in this study, however 
more studies are necessary to indicate the uses of CT in parasite control. 
 
 
Key words: Gastrointestinal helminthes. Tannins. In vitro test. Direct action. 

Electron microscopy. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

EFEITO ANTI-HELMÍNTICO DE TANINOS CONDENSADOS EM NEMATÓDEOS 

GASTRINTESTINAIS DE OVINOS (OVIS ARIES): REVISÃO 

 

RESUMO: As helmintoses gastrintestinais constituem um dos principais fatores 
limitantes na produção de ovinos em todo o mundo. O desenvolvimento da 
resistência dos parasitos aos anti-helmínticos tem gerado grandes perdas na 
produção de pequenos ruminantes. Na busca por novas alternativas de controle 
efetivo de nematódeos gastrintestinais em pequenos ruminantes, a fitoterapia 
constitui um campo promissor de pesquisas na tentativa de reduzir a utilização de 
tratamentos químicos, visando uma produção agroecológica. O presente artigo 
apresenta uma revisão dos estudos realizados com plantas taniníferas 
cientificamente testadas em todo o mundo para o controle das parasitoses 
gastrintestinais em pequenos ruminantes. 

Palavras-chave: Fitoterapia. Helmintos gastrintestinais. Pequenos ruminantes. 
Taninos. 

 

ANTHELMINTIC EFFECT OF CONDENSED TANNINS IN GASTROINTESTINAL 

NEMATODES OF SHEEP (OVIS ARIES): A REVIEW 

 

ABSTRACT: The gastrointestinal helminthiasis are one of the main limiting factor in 
sheep production worldwide. The development of parasite resistance to anthelmintics 
has caused high losses in production of small ruminants. In the search for new 
alternatives for effective control of gastrointestinal nematodes in small ruminants, 
phytoterapy is a promising field of research in an attempt to reduce the usage of 
chemical treatments, aimed at ecological production. This article presents a review of 
studies with plants tanninipherous scientifically tested worldwide for the control of 
gastrointestinal parasites in small ruminants. 

Key words: Phytoterapy. Helminthiasis. Small ruminants. Tannins. 
 

1.1 PARASITISMO EM OVINOS 

 

Um dos principais problemas encontrados na ovinocultura, limitando 

a criação destes animais, são os problemas parasitários, sendo os nematódeos 

gastrintestinais (NGI) os de maior importância. Dentre os NGI destacam-se 

Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia 

curticei e Oesophagostomum columbianum (AMARANTE et al. 2004). Os ovinos são 

parasitados em todas as faixas etárias e os cordeiros desmamados constituem a 
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categoria etária mais acometida pela verminose (ECHEVARRIA; PINHEIRO; 

CORRÊA, 1989), acarretando não somente atraso no desenvolvimento corporal, 

mas também na produção e qualidade da carne, lã e, até mesmo, aumento da 

mortalidade dos animais jovens (MOLENTO e PRICHARD, 1999). 

Os helmintos acarretam altas perdas econômicas, seja em criações 

extensivas (KOHLER, 2001) ou intensivas como observado por Niezen et al. (1998) 

na Nova Zelândia, que consideram os parasitos gastrintestinais o maior impedimento 

ao aumento da taxa de crescimento animal. 

Segundo Amarante (2001) não se pode relacionar parasitismo com 

doença, visto que grande parte dos animais infectados de uma propriedade 

encontra-se em boas condições de saúde. A capacidade de apresentar boas 

condições está relacionado à capacidade imunológica do hospedeiro em manter o 

número de parasitos gastrintestinais em níveis aceitáveis, e quando isso ocorre 

pode-se afirmar que a relação parasito-hospedeiro está em equilíbrio. 

H. contortus é o parasito mais patogênico para pequenos ruminantes 

em regiões tropicais e subtropicais em todo o mundo, inclusive no Brasil. O parasito 

adulto é hematófago, causando problemas gástricos e perdas de proteínas, tendo 

seu efeito agravado pela anemia (STRAIN e STEAR, 2001). Nos países tropicais, as 

infecções causadas por T. colubriformis também estão entre as de grande 

importância na criação de ovinos, logo após a hemoncose. Mesmo as infecções 

parasitárias consideradas por alguns autores como subclínicas, diminuem o ganho 

de peso, o consumo voluntário, a produção de leite e lã dos ovinos, podendo ainda 

prejudicar a deposição de tecidos moles e crescimento esquelético (BUTTER et al., 

2000). 

Os nematódeos da Família Trichostrongylidae apresentam duas 

fases distintas no seu desenvolvimento, uma fase de vida livre, na qual o hospedeiro 

infectado elimina ovos no ambiente, onde ocorre o desenvolvimento embrionário, 

com a formação da larva de terceiro estágio (L3). A fase de vida parasitária se inicia 

com a ingestão da L3 e se completa com a presença do parasito adulto no trato 

digestório. 
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1.2 CONTROLE DO PARASITISMO GASTRINTESTINAL E RESISTÊNCIA 

 

O controle parasitário dos nematódeos gastrintestinais é baseado 

em tratamentos repetidos do animal com drogas anti-helmínticas (AMARANTE et al., 

1997). Segundo Torres-Acosta e Hoste (2008), para o controle de NGI dois pontos 

primordiais devem ser abordados: (i) nos hospedeiros, melhorando a resistência, a 

resiliência e a redução da carga parasitária, (ii) no ambiente, com a redução da 

contaminação das pastagens por L3. 

A prática de tratamentos repetidos favorece o surgimento de 

populações de helmintos resistentes às drogas existentes (TORRES-ACOSTA e 

HOSTE, 2008). Segundo Sangster e Gill (1999) a resistência aos anti-helmínticos é 

o declínio da eficiência de uma droga contra uma população de parasitos, 

anteriormente suscetível àquele tratamento. A resistência contra todos os grupos de 

fármacos utilizados é uma realidade mundial (MOLENTO e PRICHARD, 1999), 

sendo um importante problema, principalmente em ovinos e caprinos (GOPAL; 

POMROY; WEST, 1999). 

O primeiro relato de resistência a anti-helmínticos utilizados contra 

nematóides gastrintestinais de ovinos foi com o tiabendazol (Drudge et al., 1964). 

Este problema disseminou-se pelo mundo inteiro. No Quênia, Waruiru (1997) avaliou 

a eficácia do closantel, albendazole e levamisole em ovinos e relatou a presença da 

resistência múltipla de H. contortus a todas as drogas testadas. 

Em pesquisa realizada por Bartley et al. (2003) em 90 propriedades 

da Escócia, os autores detectaram que 64% das localidades apresentaram 

resistência ao tiabendazole. 

O primeiro caso de resistência de nematódeos gastrintestinais para 

lactonas macrocíclicas em pequenos ruminantes na Suíça, foi relatado por Schnyder 

et al. (2005), onde encontraram isolados de H. contortus resistentes à ivermectina. 

Na Espanha, Alvarez-Sanchez et al. (2006) relataram a presença da 

resistência para benzimidazois, imidazotiazoles e lactonas macrocíclicas. 

Em estudo realizado na Nova Zelândia, Southerland et al. (2008) 

encontraram isolados de Teladorsagia, Trichostrongylus e Haemonchus resistentes 

à ivermectina, relatando o primeiro caso de resistência à ivermectina em T. 

colubriformis. 
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George et al. (2011), avaliaram a eficácia de anti-helmínticos em 

diferentes estados de Trinidad, concluíram que os nematódeos desenvolveram 

resistência para albendazole, fenbendazole e levamisole, fato esse não observado 

para ivermectina. 

Na Argentina, Fiel et al. (2011) avaliaram a eficácia dos anti-

helmínticos, triclorfon, ivermectina, febendazole, levamisole e o closantel e 

encontraram resistência múltipla aos produtos testados, uma vez que não foi 

relatada redução na contagem de ovos por grama de fezes (OPG). 

No Brasil, após o primeiro relato de resistência aos anti-helmínticos 

em ovinos no Rio Grande do Sul (Dos Santos & Gonçalves, 1967), não faltaram 

relatos de isolados resistentes aos fármacos. Echevarria, Pinheiro e Corrêa (1989) 

examinando rebanhos no município de Bagé-RS, encontraram rebanhos com 

helmintos resistentes aos benzimidazois, ao tetramisole e rebanhos com resistência 

múltipla. 

Ramos et al. (2002) avaliaram a resistência em propriedades do 

Estado de Santa Catarina e relataram a presença de resistência a ivermectina, ao 

albendazole, ao closantel e ao levamisole. De acordo com os autores, a 

multirresistência está presente na maioria dos rebanhos. 

No Paraná, Souza e Thomaz-Soccol (1997) verificaram que 

rebanhos ovinos apresentaram resistência anti-helmíntica ao oxfendazol, levamisole, 

tetramisol, ivermectina, moxidectina, closantel e as associações tetramisol + 

disofenol e oxfendazol + closantel. Em outro trabalho, também no Paraná, Thomaz-

Soccol et al. (2004), avaliaram a eficiência dos anti-helmínticos em diferentes 

propriedades e também verificaram que a prevalência de resistência foi alta para 

todos os antihelmínticos avaliados, onde relataram que todas as propriedades 

apresentaram resistência múltipla. 

No estado da Bahia, Barreto et al. (2008) detectaram resistência aos 

antihelmínticos ivermectina, albendazole e levamisole e relataram também a 

presença de resistência múltipla aos anti-helmínticos. 

Estudo realizado no Rio Grande do Sul por Cezar et al. (2010) 

demostrou que nos testes de eficácia anti-helmíntica não ocorreu a redução na 

contagem de OPG, concluindo então a presença da resistência a levamisole, 

moxidectina, albendazole, ivermectina, nitroxil, disofenol, triclorfon, closantel e 
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combinação de ivermectina + levamisole + albendazole no Estado do Rio Grande do 

Sul. 

Sczesny-Moraes et al. (2010), também avaliaram a eficácia anti-

helmíntica em propriedades produtoras de ovinos no Estado do Mato Grosso do Sul. 

De acordo com os autores, a resistência aos fármacos albendazole, closantel, 

ivermectina, levamisole, moxidectina, triclorfon e associação albendazole + 

ivermetina + levamisole está instalada na maioria dos rebanhos do Estado de Mato 

Grosso do Sul. 

A resistência múltipla no Estado de São Paulo foi avaliada por 

Almeida et al. (2010), quando testaram os produtos químicos moxidectina, closantel, 

triclorfon, fosfato de levamisole, albendazole e ivermectina, concluindo que isolados 

de H. contortus e T. colubriformis apresentam múltipla resistência a todas as drogas 

testadas. 

O desenvolvimento de isolados de parasitos resistentes às várias 

classes de anti-helmínticos é um fenômeno comum em muitos países e identificado 

em muitas espécies de nematódeos (Kaplan, 2004). Além disso, os anti-helmínticos 

disponíveis no mercado possuem algumas limitações, tais como alto custo, presença 

de resíduos nos alimentos, riscos de poluição ambiental e redução na produção de 

ovinos, devido a sua baixa eficácia (WALLER, 1997). 

Na busca de novas alternativas de controle efetivo de NGI em 

pequenos ruminantes, vários pesquisadores têm se empenhado em testar plantas 

com compostos bioativos que possam ser empregados no manejo integrado de 

parasitoses, com menos efeitos deletérios ao meio ambiente. 

 

1.3 PLANTAS COM ATIVIDADE ANTI-HELMÍNTICA 

 

Em todo o mundo, é crescente o número de pesquisas com 

fitoterápicos que apresentam atividade contra vírus, bactérias, fungos e parasitos, 

não sendo diferente na medicina veterinária, onde pesquisas com plantas medicinais 

objetivam a redução de problemas sanitários no controle de várias doenças que 

comprometem a produtividade dos animais (NIEZEN et al., 1996). No Brasil, plantas 

medicinais são largamente utilizadas tanto nas áreas rurais como urbanas. As 

plantas são utilizadas em formulações de remédios caseiros como chás, xaropes, 
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pós, ou com o desenvolvimento da indústria farmacêutica, em cápsulas e pílulas 

(MATOS, 1997). 

Várias causas levam ao aumento da procura por produtos 

alternativos, entre elas destacam se o uso incorreto e/ou abusivo das drogas 

sintéticas, que pode desencadear reações adversas. Além disso, uma grande parte 

da população mundial não tem acesso ao tratamento farmacológico convencional 

(RATES, 2001). 

Além da busca por medicamentos fitoterápicos e da tendência de 

produção orgânica, existe a problemática da resistência apresentada pelos 

nematódeos aos anti-helmínticos disponíveis em todo o mundo (MELO et al., 2003). 

Diante destes riscos, as plantas apresentam-se como uma alternativa natural, visto 

que muitas possuem mecanismos de defesa contra o ataque de patógenos, os quais 

são baseados na produção de compostos bioativos específicos que lhes conferem 

relativa resistência (BAR-NUM e MAYER, 1990). 

A fitoterapia tem sido indicada, principalmente, para reduzir os 

custos dos tratamentos químicos e prolongar a vida útil dos produtos anti-

helmínticos disponíveis no mercado, pois diminui a pressão de seleção sobre os 

isolados de nematódeos (VIEIRA et al. 1999). Os extratos brutos obtidos têm largo 

uso após a constatação de sua eficácia em testes de segurança e em ensaios 

biológicos. 

Quando a natureza química dos compostos envolvidos é conhecida, 

os métodos de extração do material podem ser baseados no uso da planta na 

medicina popular ou extrações com solventes de polaridades crescentes (RATES, 

2001). 

Os primeiros testes para avaliação da propriedade anti-helmíntica de 

uma planta medicinal são feitos in vitro, devido a facilidade de execução, baixo custo 

e rapidez em relação aos testes in vivo. As plantas ou seus compostos são 

colocados diretamente em contato com os diferentes estágios de desenvolvimento 

do parasito para avaliar seu efeito sobre a eclosão de ovos, desenvolvimento larval e 

motilidade de larvas e adultos. É essencial que os primeiros testes sejam 

direcionados contra os helmintos de maior importância econômica (HAMMOND; 

FIELDING; BISHOP, 1997). Dentre os testes in vitro, aqueles que podem ser usados 

para avaliar os efeitos anti-helmínticos de uma planta são: teste de inibição da 

eclosão de ovos (IEO), teste de inibição da migração larval (IML), teste de inibição 
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da alimentação larval (IAL), teste de desembainhamento (TD), teste de 

desenvolvimento larval (TDL) e teste de motilidade de adultos (TMA) (JACKSON e 

HOSTE, 2010). De acordo com os autores, para as primeiras análises de uma planta 

podem ser realizados os testes IEL, IML E IAL devido a sua praticidade. 

Apesar de muitas plantas já terem sido descritas como possuidoras 

de atividade anti-helmíntica, poucas foram avaliadas cientificamente. Algumas 

pesquisas científicas conduzidas com diferentes espécies vegetais demonstram 

propriedades antiparasitárias (NIEZEN et al. 1995; ATHANASIADOU et al., 2001; 

HOSTE et al.; 2006; MINHO et al., 2008a; MANOLARAKI et al., 2010; ALONSO-

DÍAZ et al., 2011; OLIVEIRA et al.; 2011). 

Alonso Díaz et al. (2010) relatam que é necessária a definição de 

muitos aspectos envolvidos tais como a parte da planta, idade e estado fisiológico da 

planta, aspectos relacionados à extração e dose. Fatores ligados ao animal 

(espécie, idade, estado fisiológico) também devem ser considerados para que o 

mesmo possa ser utilizado no controle de nematódeos. É importante salientar que 

tanto os efeitos benéficos quanto os efeitos negativos que podem provocar os 

taninos dependem de muitos fatores, sobretudo da concentração e da estrutura dos 

taninos (Hoste et al. 2006). 

 

1.4 TANINOS CONDENSADOS 

 

De acordo com Niezen et al. (1995) o uso de plantas ricas em 

taninos condensados (TC) pode ser indicado como uma alternativa no controle de 

helmintos em ovinos, reduzindo o uso de produtos químicos, assim como os custos 

de produção. Portanto, além do melhoramento do rebanho, a utilização de fontes de 

TC na dieta dos animais diminui a pressão de seleção sobre os NGI. 

Diversos estudos confirmam que plantas têm sido utilizadas para o 

controle de NGI em pequenos ruminantes, fazendo uso de extratos, folhas, frutos, ou 

sementes oriundas de diferentes latitudes do mundo e obtidas com diferentes 

técnicas (MAKKAR; FRANCIS; BECKER, 2007). 

Os taninos compreendem um grande grupo de compostos 

encontrados principalmente em frutos verdes e plantas da família Leguminosae, 

muito disseminadas no reino vegetal. Esses compostos fenólicos são classificados 

conforme sua estrutura molecular em taninos hidrolisáveis ou taninos condensados, 
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sendo os condensados também conhecidos como proantocianidinas. Os TC são os 

taninos mais comumente encontrados em plantas forrageiras, árvores e arbustos 

(BARRY e McNABB, 1999). 

Duas hipóteses tem sido sugeridas para explicar o efeito anti-

helmíntico dos TC contra uma população de nematódeos gastrintestinais. A primeira 

é o efeito direto, definido como a capacidade que os taninos têm de agir no parasito, 

afetando severamente os processos biológicos dos nematódeos (HOSTE et al., 

2006). A segunda hipótese poderia ser o efeito indireto, no qual os taninos poderiam 

atuar indiretamente, melhorando a utilização proteica pelo hospedeiro e 

consequentemente uma melhor resposta imunológica deste aos parasitos (BUTTER 

et al., 2000; STRAIN e STEAR, 2001). Entretanto, o exato mecanismo de ação é 

incerto e pode diferir dependendo do parasito e estágio de desenvolvimento da 

planta (MIN e HART, 2003). 

Os TC ligam-se às proteínas da dieta formando complexos (tanino-

proteína), fazendo com que as proteínas de maior valor biológico não sejam 

degradadas e utilizadas pela microbiota ruminal, sendo estes complexos dissociados 

no intestino delgado, local de absorção dos aminoácidos (MIN et al., 2003; 

WAGHORN, 2008). 

Forrageiras com alto teor de TC, quando fornecidos a ovinos e 

bovinos, melhoram a digestão proteica e absorção dos aminoácidos. Animais que 

apresentam uma maior absorção proteica produzem mais lã, carne e leite, assim 

como melhora na taxa de ovulação das fêmeas. O estado nutricional do animal é 

considerado um importante fator de equilíbrio na relação parasito-hospedeiro, assim 

como na patogênese da infecção parasitária (VALDERRÁBANO; DELFA; URIARTE, 

2002). 

A suplementação dos ovinos com TC, oriundos de plantas 

forrageiras vem sendo utilizado no controle de nematódeos gastrintestinais de 

ovinos (IQBAL et al., 2007). TC podem ser utilizados no bloqueio do ciclo de 

nematódeos em pastagens contaminadas, desenvolvimento larval, reinfecções e 

reduzindo a viabilidade dos nematódeos (MOLAN et al., 2003). 
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1.5 AVALIAÇÃO DA PROPRIEDADE ANTI-HELMÍNTICA DE PLANTAS 

 

Avaliando o efeito de sulla (Hedysarum coronarium) em ovinos 

naturalmente infectados por nematódeos gastrintestinais, Niezen et al. (1995) 

relatam redução na contagem de OPG. No mesmo trabalho, animais 

experimentalmente infectados com T. colubriformis apresentaram redução no OPG e 

diminuição da carga parasitária. Em outro experimento, ovelhas que foram 

alimentadas com sulla (H. coronarium), que possui alta concentração de TC, 

apresentaram redução no número de T. colubriformis no intestino (NIEZEN et al., 

2002). 

Em outro estudo, Niezen et al. (1998) analisaram o efeito de plantas 

contendo taninos (H. coronarium, Lotus corniculatus e Lotus pedunculatus) e 

encontraram redução na carga parasitária e na contagem de OPG, concluindo que 

essas plantas podem ser incorporadas à alimentação de ovinos para reduzir a 

dependência das drogas anti-helmínticas. 

Butter et al. (2000) analisaram o efeito do extrato de quebracho (EQ) 

como fonte de TC, adicionados na dieta com diferentes níveis de proteína, 

concluíram que a inclusão do EQ na dieta com baixos índices proteicos, acarretou 

redução da infestação por T. colubriformis baseado na redução da contagem de 

OPG de cordeiros. 

O resultado da suplementação com TC oriundo de sete plantas foi 

avaliado em larvas de T. colubriformis por Molan et al. (2000), onde demonstram que 

todos os extratos apresentaram efeito inibitório. O impacto dos TC na migração 

larval sugeriu a possibilidade das plantas serem utilizadas na dieta de ruminantes 

para reduzir a dependência de anti-helmínticos. 

Athanasiadou et al. (2000a) relatam que cordeiros infectados por T. 

colubriformis que receberam uma dieta contendo 8% de EQ por sete dias 

consecutivos, apresentaram redução da carga parasitária e da contagem de OPG. 

Em outro estudo, Athanasiadou et al. (2000b) avaliou a ação do EQ através do 

fornecimento de duas dietas, uma contendo 30 gramas de EQ e outra contendo 60 g 

de EQ por kg de matéria fresca, durante 10 semanas. Os autores relataram redução 

na carga parasitária e na fecundidade de T. colubriformis, independente da 

concentração do EQ. De acordo com os autores, o fornecimento de EQ reduz a taxa 

de estabelecimento e o desenvolvimento da infecção parasitária. 
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Marley et al. (2003) fornecendo dieta a base de L. corniculatus e 

Cichorium intybus para cordeiros naturalmente infectados, relatam redução na carga 

parasitária e na contagem de OPG, em animais alimentados com L. corniculatus, 

não ocorrendo redução significativa quando alimentados com C. intybus. 

Dieta baseada no fornecimento de C. intybus apresentou diminuição 

na carga parasitária de T.circumcincta e redução na implantação de larvas em 

ovinos, fato esse observado por Tzamaloukas et al. (2005). No mesmo estudo, 

avaliaram uma dieta a base de L. pedunculatus e H. coronarium, não sendo 

observado redução significativa na implantação de larvas, concluíram então que C. 

intybus pode ser uma espécie promissora na prática de controle da carga parasitária 

de T. circumcincta em ovinos. 

A ação in vitro do desembainhamento de L3 de H. contortus e T. 

colubriformis tratadas com quatro extratos de plantas taniníferas (Castanea sativa, 

Pinus sylvestris, Erica erigena e Sarothammus scoparius), foi avaliada por Bahuaud 

et al. 

(2006). De acordo com os autores os taninos estão envolvidos no 

processo inibitório de desembainhamento de larvas, visto que ocorreu redução 

significativa na taxa de desembainhamento de larvas de H. contortus frente às 

plantas C. sativa, P. sylvestris e E. erigena, enquanto larvas de T. colubriformis 

apresentaram redução da taxa de desembainhamento somente para as plantas C. 

sativa e P. sylvestris. 

Em estudos realizados com monômeros de TC em larvas de H. 

contortus e T. colubriformis, Brunet e Hoste (2006) relatam que monômeros de 

prodelfinidinas são mais potentes que os monômeros de procianidinas no 

desembainhamento de larvas de terceiro estagio. 

Efeitos direto e indireto de TC em ovinos foram avaliados por Iqbal et 

al. (2007). No teste in vitro realizado com fonte de tanino comercial, ocorreu inibição 

da eclosão de ovos, entretanto, não foi efetivo em adultos de H. contortus. O teste in 

vivo indicou redução na contagem de OPG do grupo tratado com TC quando 

comparado ao controle não tratado. O efeito anti-helmíntico direto de TC foi 

evidenciado pela inibição da eclosão de ovos, portanto, a redução no OPG em 

ovinos pode indicar a utilização de TC na alimentação de ovinos. 

Brunet et al. (2007) avaliaram a ação de diferentes concentrações de 

extrato de Onobrychis viciifolia em larvas de H. contortus e T. colubriformis. No teste 
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in vitro as concentrações testadas foram de 150, 300, 600 e 1200 |jg mL-1. Na 

concentração de 150 jg mL-1, não houve diferença significativa na taxa de 

desembainhamento quando comparado com o controle negativo. A partir de 300 | g  

mL-1ocorreu diferença significativa na taxa de eclosão para ambas as espécies de 

nematódeos. Com 1200 jg mL-1, observou-se inibição de 100% na taxa de 

desembainhamento das larvas de T. colubriformis e de 83% das larvas de H. 

contortus. No teste in vivo, animais receberam dieta com concentrações de 25, 75 e 

100% de extrato na dieta. 

Através de cânulas, larvas de H. contortus foram colocadas em 

contato com líquido ruminai por 160 minutos, sendo então observada diferença 

significativa na taxa de desembainhamento nas concentrações de 75% e 100%. De 

acordo com os autores, ocorreu similaridade de ação entre os testes in vitro e in 

vivo. 

O efeito anti-helmíntico do extrato de quatro plantas taniníferas foi 

avaliado utilizando-se o teste de inibição da migração larval (IML) e o teste de 

desembainhamento (ALONSO-DÍAZ et al., 2008). Neste trabalho relataram que o 

extrato de Acacia pennatula, Lisyloma latisiliquum e Leucaena leucocephala reduziu 

a taxa de migração das L3 e a utilização da Piscidia piscipula não acarretou inibição 

da migração. No teste de desembainhamento, utilizando as mesmas plantas, a 

redução na taxa de desembainhamento foi significativa para todas as plantas, 

confirmando o que o efeito anti-helmíntico dessas plantas contra H. contortus. 

As propriedades anti-helmínticas de quatro plantas taniníferas foram 

testadas por Alonso-Díaz et al. (2011). Utilizando extratos das plantas Havardia 

albicans e Acacia gaumeri no teste in vitro de IML ocorreu redução na taxa de 

migração de H. contortus para ambos os extratos, fato esse não observado quando 

se utilizou extratos de Brosimum alicastrum e L. leucocephala. No teste de 

desembainhamento, na dose de 75 ug mL-1, com os extratos de A. gaumeri e H. 

albicans, média de desembainhamento foi de 28,6% e 10,4% respectivamente, 

enquanto B. alicastrum e L. leucocephala apresentaram média de 97,5 e 93,3%, 

respectivamente. Os autores relatam que os taninos são potentes inibidores de 

desembainhamento de L3 e de sua motilidade. 

Azando et al. (2011) avaliaram o efeito dos extratos de Newbouldia 

laevis e Zanthoxylum zanthoxyloides como fontes de taninos. No teste in vitro de 

desembainhamento larval observaram que na concentração de 1200 ug mL-1 de 
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extrato, as taxas de IML de H. contortus foram de 5,19 e 0,93% para os extratos de 

N. laevis e Z. zanthoxyloides, respectivamente. Utilizando larvas de T. colubriformis 

as taxas foram de 4,22 e 0,72% para os extratos de N. laevis e Z. zanthoxyloides, 

respectivamente. 

Manolaraki et al. (2010) testaram a ação anti-helmíntica dos TC de 

Pistacia lentiscus, Quercus coccifera, Ceratonia siliqua, Castanea sativa, Pyrus 

spinosa, Onobrychis viciifolia e Olea europaea, originárias da região Mediterrânea, 

observaram a IML de H. contortus, exceto para o extrato de O. europaea. No teste in 

vivo, ovinos infectados com H. contortus e T. colubriformis receberam P. lentiscus, 

Q. coccifera e C. siliqua na forma de farinha dos frutos incorporados à ração e O. 

viciifolia na forma de feno. Foi observada redução na eliminação de ovos, 

acarretado, principalmente, pela diminuição na fecundidade das fêmeas de ambas 

as espécies, uma vez que não foi relatada diminuição na carga parasitária dos 

animais. 

Na avaliação da ação da planta L. latisiliquum em ovinos 

experimentalmente infectados com H. contortus, Martinez-Ortíz-de-Montellano et al. 

(2010) relataram que o consumo em um curto período dessa planta na forma de 

forragem, altera a fecundidade das fêmeas e também diminui a eliminação de ovos 

nas fezes, mas não reduz a carga parasitária nos animais. De acordo com os 

autores a redução do número de OPG permite a menor contaminação das 

pastagens. Por outro lado, Max (2010) avaliou a ação dos TC extraído de Acacia 

mearnsii em ovinos naturalmente infectados e relataram reduções na eliminação de 

ovos e na carga parasitária. 

 

1.6 PESQUISAS NO BRASIL 

 

No Brasil, têm sido realizados testes de eficácia anti-helmíntica com 

extratos de plantas como fonte de taninos. Pesquisa com o extrato de A. mearnsii 

como fonte de TC na dose de 1,6 g kg-1 PV, Minho (2006) observou uma redução na 

contagem de OPG de H. contortus e T. colubriformis e redução na carga parasitária 

de H. contortus. De acordo com o autor uso dos TC no controle alternativo da 

hemoncose ovina deve ser estudado e testado em regiões com problemas de 

resistência às drogas anti-helmínticas ou em fazendas que incorporam o sistema de 

produção orgânica. 
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Cenci et al. (2007) avaliaram os efeitos de TC de A. mearnsii em 

ovinos naturalmente infectados com helmintos gastrintestinais e observaram que 

ocorreu uma queda na contagem de OPG, indicando que o tanino da acácia 

apresenta eficácia anti-helmíntica, representando uma alternativa para o controle de 

helmintos em ovinos. 

Atividade ovicida e larvicida foi avaliada em H. contortus por Maciel 

et al. (2006) utilizando extrato de Melia azedarach. No teste de inibição da eclosão 

de ovos (IEO) utilizando extrato etanólico da folha observou-se que a mesma 

apresenta atividade ovicida, o que não foi observado quando se utiliza extrato 

hexânico da folha. Avaliando os extratos hexânico e etanólico das sementes 

observaram que os mesmos também apresentam atividade ovicida. No teste de 

inibição do desenvolvimento larval (TDL) ocorreu efeito inibitório significativo 

utilizando o extrato etanólico das folhas e o extrato clorofórmio das sementes. 

Baseado nos resultados, os autores afirmam que folhas e frutos de M. azedarach 

contêm compostos bioativos com ação anti-helmíntica contra H. contortus. 

A ação ovicida e larvicida de extrato de Azadirachta indica em larvas 

de H. contortus foi avaliado por Costa et al. (2008), demonstrando que a inibição foi 

de 99,77% na eclosão na concentração de 3,12 |jg mL-1 e inibição no 

desenvolvimento larvar de 87,11% na concentração de 50 mg mL-1 quando utilizou o 

extrato etanólico. 

O extrato acetato de etila na concentração de 50 jg mL-1 a inibiu 

51,31% na eclosão e 68,10% no teste de desembainhamento. Os autores 

verificaram que o extrato etanólico foi mais efetivo, sugerindo que o extrato de A. 

indica pode ser usado no controle de nematódeos gastrintestinais de pequenos 

ruminantes. 

Minho et al. (2008a) avaliaram os efeitos inibitórios do extrato de A. 

mearnsii sobre a alimentação de larvas de primeiro estágio (L1) de H. contortus, T. 

colubriformis e T. circumcincta. De acordo com os autores, uma dose igual ou 

superior a 0,155 jg mL-1 do extrato acarretou efeitos deletérios em L1 de H. 

contortus, T. colubriformis e T. circumcincta, onde, aproximadamente, 100% das 

larvas apresentaram-se inviáveis. A dose de 0,08 jg mL-1 inativou aproximadamente 

90% das L1. A dose analisada apresenta potencial uso como anti-helmíntico no 

controle alternativo de parasitos. 
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Em outro estudo, Minho et al. (2008b), analisaram o efeito dos TC 

provenientes do extrato de Acacia molissima em cordeiros naturalmente infectados 

com H. contortus e T. colubriformis e relatam que houve redução na contagem de 

OPG e na carga parasitária de H. contortus no abomaso quando os mesmos 

receberam 1,6 g kg-1 PV de extrato, fato esse não observado na carga parasitária de 

T. colubriformis em intestino delgado. O efeito anti-helmíntico dos TC em 

nematódeos gastrintestinais em cordeiros foi confirmado pelos autores e sugerem o 

uso de TC como alternativa no controle de endoparasitos na criação de ovinos. 

Oliveira et al. (2011) avaliaram a eficácia in vitro de Myracrodrum 

urundeuva contra H. contortus e relataram que o extrato de folhas mostrou-se 

efetivo, inibindo 97,73% da eclosão na concentração de 1,25 mg mL-1, enquanto o 

extrato do caule inibiu a eclosão em 83,56% na concentração de 5 mg mL-1. Ao 

utilizar o extrato de folhas e caule no teste de desembainhamento na concentração 

de 0,31 mg mL-1 ocorreu um bloqueio de 100% no processo. De acordo com os 

autores, M. urundeuva pode ser usado para o controle de nematódeos 

gastrintestinais de pequenos ruminantes e a atividade anti-helmíntica da planta é, 

provavelmente, devido à presença de taninos. 

 

1.7 AÇÃO DIRETA NO PARASITO 

 

A redução do OPG em animais que recebem fontes de TC pode ser 

consequência de redução da carga parasitária, ou por diminuição da fecundidade 

das fêmeas (MARTINEZ-ORTÍZ-DE-MONTELLANO et al., 2010; MINHO et 

al.,2008b). Segundo Hoste et al. (2006) taninos podem afetar os processos 

biológicos dos nematódeos dependendo de onde e como os taninos se ligam com 

várias estruturas dos nematódeos tais como a bainha, cutícula, sistema digestivo ou 

reprodutivo. 

A diferença de susceptibilidade de larvas de H. contortus e T. 

colubriformis frente aos diferentes monômeros de taninos condensados pode estar 

relacionada à espécie de parasito e a composição da bainha e cutícula dos 

nematódeos (BRUNET e HOSTE, 2006). A habilidade dos TC se ligarem às 

proteínas e alterar as propriedades físicas e químicas devem ser considerados, 

especialmente porque a bainha e a cutícula dos nematódeos são compostas de 

prolina e hidroxiprolina (FETTERER e RHOADS, 1993). 
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Helmintos parasitos de vida livre ou não, são limitados por uma 

cutícula verdadeira de material extracelular em forma de ligações cruzadas de 

colágenos e proteínas insolúveis sintetizadas e secretadas pela hipoderme. A 

estrutura pode ser relativamente simples, ou muito complexa, variando de um 

gênero para outro, mostrando diferenças regionais na estrutura dependendo da 

espécie (HALTON, 2004). 

A cutícula dos nematódeos é metabolicamente ativa e 

morfologicamente especializada para absorção seletiva de nutrientes e 

osmorregulação. Dessa maneira, a difusão passiva de anti-helmínticos pela cutícula 

pode, provavelmente, ser responsável pela deformação e destruição da superfície 

corporal dos nematódeos (ALVAREZ; MOTTIER; LANNSSE, 2007). 

Desde a década de 70, a microscopia eletrônica (ME) vem sendo 

utilizada como ferramenta para estudo de taxonomia e o efeito de fármacos em 

cestódeos e nematódeos. Hoste et al. (2006) descreveram alterações na superfície 

da cutícula de T. colubriformis, com presença de rugas transversais após o contato 

do parasito com TC. Segundo os autores, a capacidade dos TC se ligarem às 

proteínas pode explicar as lesões observadas na cutícula pela Microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). 

O efeito direto (in vitro e in vivo) do extrato de O. viciifolia e L. 

latisiliquum foi avaliado por Martinez-Ortiz-de-Montellano (2010) utilizando a MEV. 

No teste in vitro foram observadas presença de rugas longitudinais e transversais na 

cutícula ao longo do corpo e região cefálica de fêmeas de H. contortus quando em 

contato com o extrato. Também foram observados agregados dos extratos ao redor 

da cápsula bucal, região da vulva e ânus. No estudo in vivo, alterações semelhantes 

foram observadas, com exceção dos agregados que só foram descritos na região ao 

redor da cápsula bucal. De acordo com o autor, as alterações estruturais nos 

parasitos expostos aos extratos das plantas podem afetar a motilidade e nutrição 

com possíveis consequências na reprodução. 

Brunet; Foruquaux e Hoste (2011) comparam a ultraestrutura de 

larvas de terceiro estágio com bainha e sem bainha de H. contortus e T. 

colubriformis, as quais foram colocadas em contato com extrato de O. viciifolia. 

Neste trabalho foram observadas alterações na camada hipodérmica, presença de 

numerosas vesículas no citoplasma e degeneração das células musculares e 

intestinais, resultando na morte larval. A frequência das lesões foi diferente, sendo 
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que as alterações superficiais (camada hipodérmica e células musculares) foram 

mais frequentes em larvas embainhadas, enquanto que as larvas desembainhadas 

apresentaram maior incidência de alterações nas camadas mais profundas (células 

intestinais). Essas diferenças sugerem que as ações do extrato em diferentes tipos 

celulares dependem da presença ou não da bainha. Nas larvas embainhadas, as 

lesões podem estar associadas com a cutícula, provavelmente devido a um bloqueio 

de trocas através da cutícula com o meio ambiente, podendo resultar em asfixia ou 

toxicidade devido ao acúmulo de metabólitos do produto. As lesões das células 

intestinais das larvas desembainhadas podem ser em decorrência da ingestão dos 

metabólitos presentes no extrato, podendo interferir com os processos de digestão e 

afetar a nutrição. Esse estudo mostrou que a ultraestrutura de larvas dos 

nematódeos gastrintestinais pode ser alterada após o contato in vitro com extratos 

de plantas. 

Os efeitos anti-helmínticos das plantas ricas em TC podem ser 

atribuídos a diferentes mecanismos: redução na contagem de OPG, inibição da 

eclosão, inibição da alimentação larval, inibição do desenvolvimento larval, inibição 

da motilidade de L3 e inibição da sobrevivência e redução na carga parasitária de 

NGI adultos (MINHO et al., 2008a; COSTA et al., 2008; MARTINEZ-ORTÍZ-DE-

MONTELLANO et al., 2010; AZANDO et al., 2011; DASGUPTA et al., 2010). 

Diversos trabalhos relatam o potencial promissor de plantas ricas em 

taninos no controle de nematódeos e esse metabólito está presente em muitas 

plantas nativas, indicando um amplo campo de pesquisa de fitoterápicos com ação 

antihelmíntica. 

 

1.8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O interesse no efeito dos TC sobre ruminantes traz grandes 

perspectivas para o controle de nematódeos e redução na ocorrência de isolados 

resistentes às drogas anti-helmínticas, assim como um grande avanço na cadeia de 

produção dos animais criados em sistemas de produção orgânica. 

Além da possibilidade da utilização em sistemas de produção onde 

os quimioterápicos são restringidos ou proibidos, os TC podem ainda ser utilizados 

no controle alternativo, concomitantemente ao controle parasitário tradicional, com a 

finalidade de diminuir e espaçar as administrações das drogas anti-helmínticas 
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convencionais. O conhecimento da epidemiologia dos nematódeos é primordial, já 

que os TC agem na descontaminação das pastagens, diminuindo a incidência de 

manifestações clínicas da doença e, principalmente, diminuindo a pressão de 

seleção sobre os isolados de NGI. Com isso, podemos minimizar o aparecimento do 

fenômeno da multirresistência às drogas anti-helmínticas e, até mesmo, prolongar a 

eficácia das drogas em uso na atualidade e das que serão lançadas no futuro. Estes 

resultados demonstram o potencial de utilização de plantas taniníferas no controle 

de nematódeos gastrintestinais de pequenos ruminantes. Portanto, a bioprospecção 

de compostos bioativos e o desenvolvimento de um produto anti-helmíntico 

contendo TC teriam um grande potencial comercial. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a eficácia anti-helmíntica de taninos condensados (TC) em 

nematódeos gastrintestinais de ovinos (Ovis aries). 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar o efeito in vitro de taninos condensados provenientes da 

acácia (Acacia mearnsii) sobre ovos e larvas de terceiro estágio de nematódeos 

gastrintestinais de ovinos. 

Verificar o efeito direto in vitro de taninos condensados provenientes 

da acácia (Acacia mearnsii) sobre a estrutura externa de Haemonchus contortus. 

Verificar o efeito direto in vivo do consumo de taninos condensados 

da acácia (Acacia mearnsii) sobre a estrutura externa de Haemonchus contortus em 

ovinos naturalmente infectados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

40

3 ARTIGOS PARA PUBLICAÇÃO 

 

3.1 EFEITO ANTI-HELMINTICO DIRETO DE TANINOS CONDENSADOS EM NEMATÓDEOS 

GASTRINTESTINAIS DE OVINOS (OVIS ARIES). 

 

RESUMO: As helmintoses gastrintestinais representam um dos principais problemas de 
sanidade para o rebanho ovino. O uso de plantas ricas em taninos condensados (TC) 
apresenta-se como uma alternativa promissora no controle de helmintos em ovinos, 
reduzindo o uso de produtos químicos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o 
efeito in vitro dos TC proveniente da acácia (Acacia mearnsii) sobre a eclosão de ovos e 
a motilidade de larvas de terceiro estágio de nematódeos gastrintestinais de ovinos. 
Foram realizados os testes de eclodibilidade de ovos e inibição da migração larval em 
malha de 22 um. A eclodibilidade foi avaliada com os extratos diluídos em água 
destilada nas concentrações de 0,09; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 
100 mg mL-1. No controle negativo utilizou-se água destilada. As inibições das eclosões 
foram 22,3; 32,3; 39,3; 49,1; 56,7; 59; 62,3; 77,3; 92,7; 98,3 e 100%, respectivamente. O 
valor da CL50 foi de 2,85 mg mL-1 (95% IC: 2,45 -3,31 mg mL-1). No controle negativo a 
inibição foi de 7,1%. A inibição da migração larval foi avaliada com os extratos diluídos 
em água destilada nas concentrações de 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg mL-1. As 
porcentagens de inibição foram: 16,5; 37; 56,3; 79,4; 91,8 e 97,1% respectivamente. O 
valor da CL50 foi de 12,45 mg mL-1 (95% IC: 11,49 -13,47 mg mL-1). No controle negativo 
a inibição foi de 8,5%. Os dados encontrados no presente trabalho indicam a ação anti-
helmíntica do extrato de Acacia mearnsii, apresentando potencial para sua aplicação no 
controle de nematódeos gastrintestinais de pequenos ruminantes. 

Palavras-chave: Teste in vitro. Helmintos gastrintestinais. Taninos. Fitoterapia. 
Pequenos ruminantes. 

 
Direct anthelmintic effect of condensed tannins in gastrointestinal nematodes of sheep 

(Ovis aries). 

 

ABSTRACT: Gastrointestinal helminthosis are one of the main health problems of sheep 
flock. The usage of plants rich in condensed tannins (CT) is a promising alternative for 
the control of sheep helminths, reducing the chemical products use. The objective of this 
study was to evaluate the in vitro effect of CT from Acacia mearnsii extract (AE) on the 
eggs hatching test and third stage larvae motility. For these analysis egg hatching (EHT) 
and larval migration inhibition tests (LMIT) were carried out. The EHT were performed 
with the AE and distilled water in the dilutions 0.09, 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 
12.5, 25, 50 and 100 mg mL-1. Distilled water was used as negative control. The hatch 
inhibitions were 22.3, 32.3, 39.2, 49.1, 56.7, 59.0, 62.3, 77.3, 92.7, 98.3 and 100%, 
respectively. The LC50 value was 2.85 mg mL-1 (95% CI: 2.45 - 3.31 mg mL-1). The 
inhibition at the negative control was 7.06%. Larval migration inhibition was performed 
with the AE and distilled water in the dilutions 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg mL-1. 
The inhibitions were 16.5, 37.0, 56.3, 79.4, 91.8 and 97.1%, respectively. The LC50 value 
was 12.45 mg/ml (95% CI: 11.49 - 13.47 mg mL-1). The inhibition at the negative control 
was 8.53%. These results indicate the anthelminthic action of EA, presenting potential to 
application for the control of small ruminant gastrointestinal nematodes. 

Keywords: In vitro test. Helminths. Tannins. Phytotherapy. Small ruminants. 



 

 

41

3.1.1 Introdução 

 

Os nematódeos gastrintestinais são os maiores problemas na 

produção ovina mundial, sendo o seu controle realizado com o uso de drogas anti-

helmínticas. Entretanto, a difusão mundial do fenômeno da resistência aos anti-

helmínticos e o surgimento de isolados resistentes (ALMEIDA et al. 2010; GEORGE 

et al., 2011) e o aumento da preocupação do consumo de resíduos nos alimentos 

tem estimulado novas pesquisas por alternativas de controle de helmintos 

(WALLER, 1999). 

As alternativas incluem plantas bioativas ricas em metabólitos 

secundários que representam uma promissora opção para reduzir a intensidade de 

infecções por nematódeos em pequenos ruminantes e a utilização de drogas anti-

helmínticas. O reflexo destes problemas aliado a crescente preocupação com a 

segurança alimentar resultou na busca por tecnologias para reduzir a presença de 

resíduos nos produtos de origem animal e a contaminação do meio ambiente 

(WALLER, 1997). 

Várias técnicas in vitro são utilizadas com a finalidade de avaliar a 

ação dos compostos bioativos e sua possível ação anti-helmíntica contra 

endoparasitos de ruminantes (TAYLOR et al., 2002). Os principais métodos in vitro 

desenvolvidos para se avaliar o efeito de algumas substâncias sobre nematódeos de 

ruminantes são os testes de inibição da eclosão de ovos (IEO), teste de 

desenvolvimento larval (TDL), teste de inibição da migração larval (IML) e teste de 

inibição da alimentação de larvas (IAL) (AMARANTE et al., 1997). 

Várias espécies de plantas e extratos têm sido pesquisadas como 

possuidoras de propriedades anti-helmínticas, focada na ação dos taninos 

condensados (TC) (HOSTE et al., 2006; ALONSO-DÍAZ et al., 2008). A finalidade 

desses estudos é comprovar os efeitos direto e indireto dos TC sobre os 

nematódeos gastrintestinais de ovinos (ATHANASIADOU et al., 2000; 

ATHANASIADOU et al., 2001; BAHUAUD et al., 2006; AZANDO et al., 2011). O 

exato mecanismo de ação dos taninos permanece desconhecido e pode ser 

diferente de acordo com o parasito, estágio de desenvolvimento e características 

bioquímicas da planta (HOSTE et al., 2006). No Brasil, o extrato da Acacia mearnsii 

foi testado in vivo em ovinos com infecção experimental por Haemonchus contortus 

e Trichostrongylus colubriformis (MINHO, 2006) e infecção natural (CENCI et al., 
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2007). Nos testes realizados os autores relatam a redução na carga parasitária e na 

contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Em teste in vitro, utilizando também o 

EA, MINHO et al. (2008) relatam inibição da alimentação larval de H. contortus, T. 

colubriformis e T. circumcincta. 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro de TC 

provenientes da acácia (A. mearnsii) sobre ovos e larvas de terceiro estágio (L3) de 

nematódeos gastrintestinais de ovinos. 

 

3.1.2 Material e Métodos 

 

3.1.2.1 Animais 

 

Dois ovinos naturalmente infectados, provenientes da região de 

Londrina, PR, foram mantidos estabulados no Setor de Isolamento do Hospital 

Veterinário da Universidade Estadual de Londrina e alimentados com dieta livre de 

taninos. Na cultura fecal o isolamento e identificação revelaram a presença de 

quatro gêneros de nematódeos frequentes em infecções naturais na região de 

Londrina. Os gêneros encontrados foram Haemonchus (84%), Trichostrongylus 

(13%), Oesophagostomum (2%) e Cooperia (1%). Esses animais foram utilizados 

como fonte de ovos e larvas de helmintos. 

 

3.1.2.2 Fonte de taninos condensados 

 

A fonte de TC utilizada foi o extrato comercial da casca de Acacia 

mearnsii (extrato de acácia de uso universal, Seta Sun®. Seta S.A.). Esse extrato 

possui 15% de TC pelo método HCl-Butanol; segundo metodologia descrita por 

PORTER et al. (1986). 

 

3.1.2.3 Isolamento de ovos e larvas de terceiro estágio 

 

As fezes foram coletadas diretamente do reto dos animais, e 

realizadas o isolamento dos ovos e cultura fecal para obtenção de larvas de terceiro 

estágio (L3). A recuperação dos ovos foi realizada segundo metodologia descrita por 

Coles et al. (1992) adaptado por Bizimenyera et al. (2006). As fezes foram 
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homogeneizadas em água destilada e filtradas em um conjunto de peneiras, sendo 

que na peneira de 25 Lim os ovos foram retidos, lavados com água destilada e 

centrifugados a 1.100 x g por 5 min. em tubos de 50 mL completados com água. O 

sobrenadante foi descartado e solução salina saturada adicionada para a 

ressuspensão do sedimento. Após nova centrifugação nas mesmas condições, o 

sobrenadante foi lavado na peneira de 25 L m. Os ovos coletados foram 

armazenados em cálice de sedimentação por 2 h. Os ovos após sifonização foram 

contados em cinco alíquotas de 50 L L. 

 

3.1.2.4 Teste da eclodibilidade de ovos (IEO) 

 

O teste foi baseado no método descrito por Von Samson-

Himmelstjerna et al. (2009). Diluições do extrato de Acacia mearnsii (EA) foram 

preparadas usando água destilada. As concentrações finais dos extratos foram 0,09; 

0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg mL-1. Em seguida, 100 uL 

de suspensão de ovos, contendo aproximadamente 150 ovos, foram incubados em 

placas de cultivo celular de 24 poços por 48 horas a 27 oC com 400 ul_ de cada 

diluição. O teste foi conduzido com dois controles: o negativo com água destilada e o 

positivo com Sulfóxido de albendazole (50 ug mL-1, Ricofarm 10®, Biofarm). O teste 

foi realizado em seis repetições para cada concentração testada. Após o período de 

incubação, os ovos e larvas eclodidas foram quantificados para o cálculo da 

porcentagem de inibição da eclodibilidade larval. A leitura foi realizada em 

microscópio invertido Motic AE 31 utilizando objetiva de 10x. 

 

3.1.2.5 Teste de inibição da migração larval (IML) 

 

O teste de inibição da migração larval foi realizado segundo 

metodologia descrita por Rabel et al. (1994). Larvas foram obtidas de cultura fecal 

de ovinos naturalmente infectados. Aproximadamente 150 L3 foram incubadas a 27 
oC em tubos tipo eppendorf contendo 1 mL do extrato vegetal diluído em água 

destilada nas concentrações de 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg mL"1. O teste foi 

conduzido com dois controles: o negativo com água destilada e o positivo com 

Fosfato de levamisol (40 ug mL-1, Ripercol®, Fort Dodge). Após 3 horas de 

incubação, os tubos foram centrifugados a 1.100 x g por 2 min. e o sobrenadante 
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descartado deixando-se 200 uL. Adicionou-se 1.800 uL de cada diluição do EA em 

cada poço da placa de cultivo celular de 24 poços, sendo o teste realizado em 

sextuplicata. A seguir, foi inserido um filtro de malha 22 um nos poços. Na parte 

superior do filtro foram adicionados os 200 uL de suspensão de larval nas 

respectivas concentrações testadas. A placa foi coberta e colocada em câmara 

incubadora tipo B.O.D. por mais 2 h a 27 °C. A contagem das larvas retidas e que 

migraram foi realizada em microscópio invertido Motic AE 31 utilizando objetiva de 

10x. 

 

3.1.3 Análise Estatística 

 

Nos testes de IEO e IML, a eficácia de ambos os tratamentos foi 

determinada baseando-se na porcentagem de eclosão ou migração, de acordo com 

a seguinte equação: Inibição (%) = 100(Nteste/Ntotal), onde Nteste corresponde ao 

número de ovos não eclodidos no IEO ou número de larvas não migradas no IML e 

Ntotal corresponde ao número de ovos + L1 no teste de IEO ou número de larvas 

migradas + retidas no teste de IML. 

A concentração letal 50% (CL50), isto é, a concentração efetiva 

capaz de inibir 50% da eclosão ou migração foi determinada a partir da curva dose-

resposta, com intervalo de confiança de 95%, utilizando o programa GrandPad 

Prism for Windows, versão 5.0. 

 

3.1.4 Resultados 

 

3.1.4.1 Inibição da eclosão de ovos 

 

As porcentagens de inibição de eclosão de ovos dos nematódeos 

gastrintestinais utilizando diferentes concentrações do EA estão apresentadas na 

Tabela 1. A concentração necessária para inibir 100% de eclosão foi de 100 mg 

mL-1. 

O valor da CL50 do EA na inibição da eclosão dos ovos foi de 2,85 

mg mL-1 (95% IC: 2,45 - 3,31 mg mL-1) (Figura 1). O controle positivo foi 100% eficaz 

na inibição da eclosão e no controle negativo a média de inibição foi de 7,1%. 
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3.1.4.2 Inibição da migração larval 

 

No controle negativo, a porcentagem média de migração de L3 foi de 

8,5%. No controle positivo a inibição foi de 100%. As porcentagens médias de 

inibição da migração larval utilizando o EA estão representadas na Tabela 1. Na 

concentração de 100 mg mL"1 a inibição média foi de 97,1 %. O valor da CL50 do EA 

na inibição da migração larval foi de 12,45 mg mL"1 (95% IC: 11,49 -13,47 mg mL"1). 

 

3.1.5 Discussão 

 

Nos testes in vitro realizados no presente trabalho, a ação anti-

helmíntica do EA foi determinada pela inibição da eclosão de ovos e inibição da 

migração larval de nematódeos gastrintestinais de ovinos naturalmente infectados. A 

eficácia do EA foi testada in vivo por Cenci et al. (2007) e Max (2010), quando 

utilizaram ovinos naturalmente infectados e demonstraram queda na contagem de 

OPG e redução na carga parasitária. Minho (2006) também avaliou o efeito anti-

helmíntico do EA em animais experimentalmente infectados e relata que a utilização 

do extrato reduziu a contagem de OPG de H. contortus e T. colubriformis e a carga 

parasitária de H. contortus em ovinos. Na avaliação in vitro do EA, Minho et al. 

(2008) testaram o efeito inibitório da alimentação de larvas de primeiro estágio (L1) 

de H. contortus, T. colubriformis e T. circumcincta. De acordo com os autores, o EA 

inibiu a alimentação das L-L Os dados encontrados nestes trabalhos também 

relatam a ação antihelmíntica do EA nos testes in vitro e in vivo, corroborando com 

os resultados encontrados no presente trabalho. 

A concentração necessária para inibir 100% da eclosão e a CL50 

(100 mg mL-1 e 2,85 mg mL-1, respectivamente) relatados no presente trabalho 

apresentam-se elevados em relação aos valores relatados em trabalhos 

anteriormente realizados, onde Molan et al. (2002) relataram que a inibição total da 

eclosão de ovos de T. colubriformis ocorreu nas concentrações variando entre 200 e 

500 ug mL-1 dependendo da planta analisada. Em outro estudo, Molan et al. (2003) 

relataram inibição de 100% da eclosão de ovos de T. colubriformis na concentração 

de 1000 ug mL-1. Bizimenyera et al. (2006) testaram extratos de diferentes partes de 

Beltophorum africanum, demonstrando que na concentração de 25 ug mL-1 de todos 

os extratos ocorreu 100% de inibição da eclosão de ovos de T. colubriformis e os 
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valores das CL50 foram de 0,619; 0,383 e 0,280 mg mL-1 para os extratos da folha, 

casca e raízes, respectivamente. Também na concentração de 25 ug mL-1, Maciel et 

al. (2006) mostraram inibição de 100% da eclosão para ovos de H. contortus para o 

extrato etanólico da folhas enquanto que o extrato hexânico, na concentração de 50 

ug mL-1, inibiu somente 16,92% da eclosão. Os valores das CL50 foram de 35,8 e 

2,2 ug mL-1 para o extrato hexânico e etanólico das folhas, respectivamente. No 

mesmo trabalho testando extrato das sementes, ocorreu inibição total com o extrato 

etanólico na concentração de 3,12 ug mL-1, enquanto que o uso do extrato 

clorofórmico na concentração de 50 ug mL-1 a inibição foi de 92,39%. Os valores da 

CL50 foram de 0,36 e 7,26 ug mL-1 para os extratos etanólico e clorofórmico, 

respectivamente. Oliveira et al. (2011) testaram o extrato de Myracrodruon 

urundeuva em larvas de H. contortus e na concentração de 2,5 ug mL-1 a inibição foi 

de 100% para o extrato de folhas e de 83,56% para o extrato do caule na 

concentração de 5 ug mL-1. 

Os valores de 97,1% de inibição da migração larval na concentração 

de 100 mg mL-1 e a CL50 de 12,85 mg mL-1 apresentados neste trabalho são 

superiores aos relatados na literatura, nos quais Alonso-Díaz et al.(2008) avaliaram 

a ação de quatro plantas taniníferas em larvas de terceiro estágio de H. contortus e 

relatam diferentes valores de inibição variando de 49,1 a 63,8% quando utilizaram o 

extrato na concentração de 1200 ug mL-1. Em outro estudo, Alonso-Díaz et al. (2011) 

relataram que as inibições da migração na concentração de 1200 ug mL-1 foram de 

48,5 e 20,9% para Havardia albicans e Acacia gaumeri, respectivamente. Manolaraki 

et al. (2010) relatam na concentração de 1200 ug mL-1, sete plantas testadas 

apresentaram inibição da migração que variou de 38,9 a 79,1%. 

Os valores de inibição e CL50 encontrados no presente trabalho 

foram superiores aos relatados em trabalhos anteriormente realizados utilizando 

fontes de TC. As diferenças de valores encontradas neste trabalho podem estar 

relacionadas com a fonte de TC, métodos de extração e isolados de parasitos 

avaliados. 

A principal contribuição deste composto, em longo prazo, seria a 

diminuição no número de aplicações de anti-helmínticos, aumentando o intervalo 

entre os tratamentos. Isso diminuiria o risco de desenvolvimento de isolados 

resistentes às drogas utilizadas. 
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3.1.6 Conclusões 

 

O extrato de Acacia mearnsii inibe a eclosão de ovos e migração de 

larvas de terceiro estágio de nematódeos gastrintestinais de ovinos naturalmente 

infectados nos testes in vitro. 

Estudos são necessários para a definição de alguns aspectos 

envolvidos como métodos de extração e dose para que haja regularidade de 

produção, a fim de viabilizar a utilização destes compostos no controle de 

nematódeos em propriedades com relatos de resistência anti-helmíntica e ou 

propriedades que adotaram sistema de produção orgânica. 
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Tabela 1 – Média de inibição de eclosão de ovos e de migração de larvas de 
terceiro estágio de nematódeos gastrintestinais de ovinos (porcentagem 
± DP) após contato prévio com extrato de Acacia mearnsii em 
concentrações crescentes. 

 

Concentração (mg mL-1) Média de Inibição de 

eclosão (%) 

Media de inibição de 

migração (%) 
0,09 22,3 ± 4,4 NT 
0,19 32,3 ± 3,7 NT 
0,39 39,3 ± 1,4 NT 
0,78 49,1 ± 4,1 NT 
1,56 56,7 ± 2,8 NT 
3,12 59,0 ± 2,2 16,5 ± 2,8 
6,25 62,3 ± 3,7 37 ± 3,2 
12,5 77,3 ± 1,9 56,3 ± 9,1 
25 92,7 ± 1,3 79,4 ± 5,9 
50 98,3 ± 0,7 91,8 ± 2,0 
100 100 97,1 ± 0,8 
Sulfóxido de albenzazole (40 |jg mL-1) 100 NT 
Fosfato de levamisol (50 jg mL-1) NT 100 
Água destilada 7,1 ± 0,9 8,5 ± 1,5 
DP - Desvio padrão NT - Não testado 
 

Figura 1 – Curva dose-resposta de eficácia do extrato de Acacia mearnsii 
em concentrações crescentes, em teste de inibição da eclosão 
de ovos de nematódeos gastrintestinais de ovinos. 
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Figura 2 – Curva dose-resposta de eficácia do extrato de Acacia mearnsii 
em concentrações crescentes, em teste de inibição da 
migração de larvas de terceiro estágio de nematódeos 
gastrintestinais de ovinos. 
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ARTIGO 3.2 ALTERAÇÕES ULTRAESTRUTURAIS DA CUTÍCULA DE HAEMONCHUS CONTORTUS 

EXPOSTOS AO EXTRATO DE ACACIA MEARNSII. 

 

RESUMO: As helmintoses gastrintestinais representam um dos principais problemas 
DE sanidade para o rebanho ovino. Haemonchus contortus é o parasito mais 
patogênico para os pequenos ruminantes em regiões tropicais e subtropicais em 
todo o mundo, inclusive no Brasil. Estudos realizados com fitoterápicos demonstram 
a presença de alterações cuticulares em diversas espécies de trematódeos, 
cestódeos e nematódeos. O objetivo do trabalho foi analisar a ação do extrato de 
Acacia mearnsii (EA) na cutícula de H. contortus. No teste in vitro, adultos de H. 
contortus foram coletados de um ovino naturalmente infectado, e os parasitos foram 
colocados em contato com o EA (100 mg mL-1), durante duas horas à 37oC. No teste 
in vivo, um ovino naturalmente infectado recebeu EA (1,6 g kg-1 PV), durante três 
dias consecutivos. Após 24 horas, o animal foi eutanasiado para coleta dos H. 
contortus presentes no abomaso. Os parasitos expostos ao EA e os controles 
negativos foram analisados ao microscópio eletrônico de varredura. Alterações 
morfologicamente semelhantes foram observadas em toda a extensão da cutícula 
dos exemplares que permaneceram em contato com o EA in vitro e in vivo. As 
alterações morfológicas não foram observadas nos controles negativos. Estes 
resultados indicam a ação direta do EA na cutícula de H. contortus nos testes in vitro 
e in vivo. 

Palavras-chave: Nematódeos gastrintestinais. Taninos. Microscopia eletrônica. 
Fitoterapia. 

 
 
ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE HAEMONCHUS CONTORTUS CUTICLE 

EXPOSED TO ACACIA MEARNSII EXTRACT. 

 

ABSTRACT: The gastrointestinal helminthiasis represent a major health problem for 
the sheep flock. The parasite Haemonchus contortus is the most pathogenic for small 
ruminants in tropical and subtropical regions worldwide, including Brazil. Studies 
performed with phytomedicines show the presence of cuticular lesions in several 
species of trematodes, cestodes and nematodes. The objective of this study was to 
evaluate the activity of Acacia mearnsii extract (AE) in the cuticle of H. contortus. In 
in vitro test, adults nematodes were collected from a naturally infected lamb. The 
parasites were placed in contact with AE (100 mg ml-1), for two hours at 37oC. In in 
vivo test, one naturally infected sheep received EA (1.6 g kg-1 BW) for three 
consecutive days. After 24 hours the lamb was euthanized and the H. contortus were 
collected from the abomasum. The parasites used in tests and the negative controls 
were analysed using a Scanning electron microscope. Similar morphological 
alterations were observed on the entire extension of the cuticle of the specimens that 
remained in contact with the EA in vitro and in vivo assays. The alterations were not 
observed in negative controls. These results indicate the direct action of EA on the 
cuticle of H. contortus in in vitro and in vivo tests. 

Keywords: Gastrointestinal nematodes. Tannins. Electron microscopy. Phytotherapy 
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3.2.1 Introdução 

 

Dentre as parasitoses na ovinocultura, os nematódeos 

gastrintestinais (NGI) são os responsáveis pelos maiores prejuízos na cadeia de 

produção. O controle dos NGI de pequenos ruminantes tem se baseado na 

administração repetida de antihelmínticos (AMARANTE et al., 1997) . 

O uso frequente desses anti-helmínticos tem levado ao surgimento 

de populações resistentes a muitos fármacos. Outro fator a ser considerado é a 

presença de resíduos na carne e a contaminação ambiental o que tem estimulado a 

pesquisa em busca de novas alternativas mais sustentáveis de controle do 

parasitismo (WALLER et al., 2006). 

Nos últimos dez anos vários trabalhos têm sido realizados com 

plantas ricas em taninos condensados (TC), com o objetivo de avaliar sua utilização 

no controle dos NGI de pequenos ruminantes (BUTTER et al., 2000; MARLEY et al., 

2003; TZAMALOUKAS et al., 2005; IQBAL et al., 2007; MINHO et al., 2008a; 

ALONSO-DIAZ et al., 2011). 

Os TC são metabólitos secundários de plantas e apresentam 

atividades antihelmínticas contra infecção natural ou experimental de NGI de ovinos. 

Duas hipóteses tem sido sugeridas para explicar o potencial anti-helmíntico dos 

taninos. O efeito direto pode ser explicado pela interação do tanino com os 

parasitos, baseado na afinidade dos taninos com as proteínas. A segunda hipótese 

baseia no efeito indireto, ou seja, aumento na resposta imune do animal frente aos 

helmintos, em consequência do aumento na absorção de proteínas e aminoácidos 

no intestino delgado devido à capacidade que os taninos apresentam em proteger as 

proteínas presentes na dieta contra degradação ruminal (HOSTE et al., 2006). 

Estudos com o extrato de Acacia mearnsii (EA) como fonte de TC 

vêm sendo realizados para avaliar a ação no controle de NGI em ovinos. Resultados 

in vitro e in vivo demonstraram efeitos associados com essa planta contra larvas e 

parasitos adultos, tais como redução na contagem de ovos por grama de fezes, 

inibição na alimentação de larvas de primeiro estágio e redução na carga parasitária, 

indicando que o extrato de acácia contém substâncias ativas responsáveis pela ação 

antihelmíntica (MINHO, 2006; CENCI et al., 2007; MINHO et al., 2008b; MAX, 2010). 

Alterações ultraestruturais da cutícula foram descritas por Hoste et 

al. (2006) quando avaliaram a ação direta dos TC em Trichostrongylus colubriformis, 
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onde descrevem a presença de rugas transversais na superfície dos nematódeos. 

Também avaliando as alterações ultraestruturais na cutícula, Martinez-de-

Montellano (2010) descreve a presença de rugas transversais e longitudinais na 

cutícula de Haemonchus contortus após contato com fontes de TC. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar alterações morfológicas 

ultraestruturais em adultos de Haemonchus contortus após contato com EA em 

condições in vitro e in vivo. 

 

3.2.2 Material e Métodos 

 

3.2.2.1 Fonte de taninos condensados 

 

A fonte de TC utilizada foi o extrato comercial da casca de Acacia 

mearnsii (extrato de acácia de uso universal, Seta Sun®. Seta S.A.). Esse extrato 

possui 15% de TC pelo método HCl-Butanol; segundo metodologia descrita por 

PORTER et al. (1986). 

 

3.2.2.2 Teste in Vitro 

 

3.2.2.3 Adultos de haemonchus contortus 

 

Os parasitos adultos utilizados no teste in vitro foram coletados de 

um ovino naturalmente infectado oriundo da região de Londrina e mantido no Setor 

de Isolamento do Hospital Veterinário da Universidade Estadual de Londrina - PR, 

alimentado com dieta livre de taninos. O ovino foi eutanasiado e o abomaso 

coletado, transferido para o laboratório e aberto para coleta dos parasitos adultos do 

abomaso. 

 

3.2.2.4 Exposição dos parasitos ao extrato 

 

Os parasitos foram colocados em placas de Petri contendo 5 mL de 

solução fisiológica (NaCl 0,9% a 37 oC) para eliminar possíveis resíduos do 

conteúdo abomasal. A partir desse momento, todos os procedimentos com os 

parasitos foram realizados a 37 oC. Os parasitos do grupo controle foram submersos 
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em solução fisiológica e o grupo tratado colocado em contato com o extrato diluído 

em água destilada na concentração de 100 mg mL-1. No teste, quatro parasitos 

foram utilizados por tratamento e incubados por duas horas. Após o período de 

incubação, os parasitos permaneceram em solução fisiológica por duas horas, 

sendo realizada a substituição da solução a cada 30 minutos, para retirada do 

excesso da solução contendo extrato. 

 

3.2.2.5 Teste in vivo 

 

Dois ovinos naturalmente infectados, oriundos da região de Londrina 

e mantidos no Setor de Isolamento do Hospital Veterinário da Universidade Estadual 

de Londrina-PR, foram utilizados para recuperação de adultos de Haemonchus 

contortus. Um ovino recebeu uma dose diária do EA (1,6 g kg-1 PV) durante três dias 

consecutivos, diluído em água morna (± 37o C). A dose foi baseada em estudos 

realizados por Minho (2006) e Max (2010), onde relatam que dieta à base de EA na 

concentração de 1,6 g kg-1 PV, apresentaram ação anti-helmíntica em testes in vivo, 

sendo observadas redução na contagem de OPG e na carga parasitária. 

Como controle negativo, utilizou-se um ovino, o qual recebeu dieta 

livre de taninos durante todo o período experimental. Após 24 horas do último 

fornecimento, os animais foram eutanasiados e o abomaso coletado foi transferido 

imediatamente para o laboratório e aberto para coleta dos parasitos adultos. Na 

observação pela MEV, quatro parasitos foram utilizados por tratamento. Os parasitos 

utilizados no teste foram lavados em solução fisiológica. Após a lavagem para 

retirada de excesso de conteúdo abomasal, os adultos foram imediatamente fixados 

como descrito a seguir. 

 

3.2.2.6 Processamento do material para microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Para a fixação dos parasitos obtidos de ambos os testes (in vitro e in 

vivo), utilizou-se o fixador Karnovsky modificado, composto por glutaraldeido a 5% 

em tampão fosfato, 0,1M pH 7,4 (Karnovsky et al. 1965). Após 24 horas de fixação a 

4oC, foram lavados por três vezes em tampão fosfato. A seguir os parasitos foram 

pós-fixados em tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato (pH 7,4 durante 1 hora). 
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As amostras foram lavadas e desidratadas em uma série de etanol em 

concentrações crescentes (70 a 100 oGL). 

As amostras foram secas ao ponto crítico utilizando o Critical Point 

Dryer CPD 030 (Baltec), montadas em "stubs" e recobertas com ouro utilizando o 

Sputter Coater 

SCD 050 e observadas em microscópio eletrônico de varredura FEI 

Quanta 200, no laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálises da 

Universidade Estadual de Londrina. 

 

3.2.3 Resultados 

 

3.2.3.1 Estudo in vitro 

 

A Figura 01 mostra as alterações ultraestruturais encontradas em 

adultos de H. contortus após exposição in vitro por duas horas, ao extrato de A. 

mearnsii na concentração de 100 mg mL-1. As alterações encontradas no grupo 

tratado estavam presentes em todos adultos analisados, estando limitadas à 

cutícula, onde podem ser observadas rupturas da cutícula, com aumento de volume 

que distorcem as estriações cuticulares e aparentemente há extravasamento de 

material interno (T1A). Quando comparados com a superficie corporal do parasito 

controle (C1A e C2A), observa-se a presença de rugas transversais na cutícula em 

toda a extensão corporal (T2A). 

 

3.2.3.2 Estudo in vivo 

 

A Figura 2 mostra as alterações ultraestruturais encontradas em 

adultos de H. contortus após o animal receber dose diária única de 1,6 g kg-1 PV do 

EA dieta durante três dias consecutivos. As alterações observadas no grupo tratado 

(T1B e T2B) estavam presentes em todos os parasitos analisados, estando limitadas 

à cutícula e à região cefálica, observando-se rupturas da cutícula, notando-se 

aumento de volume que distorcem as estriações cuticulares e aparentemente 

extravasamento de material interno (T1B). Alterações semelhantes foram 

observadas nas condições in vitro. Na região cefálica podem ser observadas 
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alterações estruturais com perda da integridade (T2B) quando comparado com o 

parasito não tratado (C2B). 

 

3.2.4 Discussão 

 

A ação anti-helmíntica de diferentes extratos utilizados como fonte 

de TC foram avaliados em ovinos, sendo observados a redução na eliminação de 

ovos (NIEZEN et al., 1998; BUTTER et al., 2000; ATHANASIADOU et al., 2001; 

MARLEY et al., 2003; MIN et al., 2004), redução na carga parasitária 

(TZAMALOUKAS et al., 2005; MINHO, 2006; HECKERNDORN et al., 2007; 

MARTINEZ-ORTÍZ-DE-MONTELLANO et al., 2010) e na fertilidade das fêmeas 

quando esses parâmetros foram avaliados (ATHANASIADOU et al., 2001; LANGE et 

al., 2006; HECKERNDORN et al., 2007). Os resultados apresentados nestes 

trabalhos demonstram a ação anti-helmintica de diferentes extratos utilizados como 

fonte de TC. 

No presente trabalho, a ação anti-helmíntica do extrato de Acacia 

mearnsii foi demonstrada por alterações ultraestruturais na cutícula de adultos de 

Haemonchus contortus, através da MEV, quando os mesmos foram colocados em 

contato com o extrato em condições in vitro e in vivo. A ação anti-helmíntica 

utilizando o mesmo extrato também foi avaliada em outros trabalhos (MINHO, 2006; 

CENCI et al., 2007; MINHO et al., 2008b; MAX, 2010), onde foram relatados redução 

na carga parasitária, redução na contagem de OPG e inibição da alimentação de 

larvas de primeiro estágio. Os resultados encontrados nestes trabalhos corroboram 

com os resultados encontrados no presente trabalho, confirmando a ação direta do 

extrato de Acacia mearnsii. 

As alterações ultraestruturais encontradas em adultos de H. 

contortus após exposição in vitro estão limitadas à cutícula, onde podem ser 

observadas rupturas, com aumento de volume que distorcem as estriações 

cuticulares e aparentemente há extravasamento de material. Observa-se também a 

presença de rugas transversais. Modificações na cutícula foram descritas por Hoste 

et al. (2006), onde descrevem alterações em adultos de Trichostrongylus 

colubriformis com a presença de rugas longitudinais e transversais, observadas na 

cutícula através da MEV, após exposição in vitro ao extrato de castanha rico em 

taninos condensados. A presença de rugas na cutícula também foi descrita por 
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Martínez-Ortíz-de-Montellano (2010) através de MEV em adultos de H. contortus 

quando em contato in vitro com extratos de plantas ricas em taninos. Estes estudos 

também demonstraram a ação dos TC na cutícula no teste in vitro, corroborando 

com os resultados encontrados no presente trabalho. 

No estudo in vivo, alterações foram observadas na cutícula e região 

cefálica. Alterações na cutícula estão representadas por rugas transversais, fato 

também observado por Martínez-Ortíz-de-Montellano (2010). Rupturas da cutícula 

com aumento de volume que distorcem as estriações cuticulares com 

extravasamento de material interno foram observadas, sendo estas semelhantes às 

observadas no teste in vitro e na região cefálica pode ser observadas alterações na 

conformação estrutural da superfície externa com perda da integridade, fatos esses 

não relatados anteriormente. 

A função da cutícula nos nematódeos é manter a conformação 

estrutural, permitindo a sua motilidade e absorção seletiva de nutrientes e 

osmorregulação com o sistema digestório do hospedeiro (PAGE e WINTER, 2003). 

Baseado nas funções da cutícula, as lesões descritas no presente trabalho podem 

interferir na motilidade e causar desequilíbrio osmótico, podendo comprometer as 

funções de troca com o meio em que vive. As alterações descritas na região cefálica 

podem provocar distúrbios mecânicos, afetando com isso a função de nutrição do 

nematódeo. 

Futuros trabalhos para avaliar possíveis alterações em estruturas 

internas podem ser realizados para avaliar o efeito de extratos contendo taninos. 

 

3.2.5 Conclusões 

 

As observações pela MEV revelaram alterações ultraestruturais nos 

parasitos adultos de H. contortus após contato in vitro e in vivo com o extrato de 

Acacia mearnsii quando comparados com o grupo controle. As alterações se 

concentraram na cutícula e na região cefálica demonstrando a ação direta dos TC 

sobre os parasitos estudados. Entretanto, mais estudos são necessários para avaliar 

a ação em estruturas internas dos nematódeos e a interação dos taninos 

condensados com estruturas presentes dos nematódeos. 
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Figura 1 – Eletromicrografia de varredura mostrando a ultraestrutura externa de 
Haemonchus contortus que foram expostos a solução fisiologia (C) e ou 
expostos ao extrato de Acacia mearnsii (T). 

 
C1a e C2a: Cutícula normal. 
T1a: Observa-se área de ruptura da cutícula com aumento de volume que distorcem as 

estriações cuticulares e aparentemente há extravasamento de material interno. 
T2 a: Superfície corporal com presença de rugas transversais. 

 

Figura 2 – Eletromicrografia de varredura de Haemonchus contortus obtidos de 
animais alimentados com dieta livre de fontes de taninos (C) e 
submetidos ao tratamento com extrato de Acacia mearnsii (T). 

 
C1b: Cutícula normal, C2b: Região cefálica normal. ( * Lanceta dorsal) 
T1b: Observa-se área de ruptura da cutícula com aumento de volume que distorce as 

estriações cuticulares e aparentemente há extravasamento de material interno, T2b: 

Região cefálica apresentando alterações na conformação ultraestrutural da cutícula. 
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4 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados encontrados mostraram-se promissores, indicando 

que os taninos condensados podem auxiliar no controle das infecções parasitárias 

agindo em dois pontos do desenvolvimento dos nematódeos gastrintestinais: (i) 

agindo sobre ovos e larvas, desta forma evitando ou minimizando a contaminação 

das pastagens, ja que em elevadas concentrações inibiram a eclosão de ovos e 

migração das larvas de terceiro estágio e (ii) agindo sobre formas adultas de 

nematódeos, pois o contato do extrato com os parasitos adultos causaram 

alterações ultraestruturais na cutícula, representado por rupturas com possivel 

extravasamento de material interno e rugas transversais causando distorções nas 

estrias cuticulares. Esses fatores podem alterar a função motora e 

consequentemente ser um fator limitante na sobrevivência dos mesmos. 
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ANEXO A 
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ANEXO B 

 


