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RESUMO 

Haemonchus contortus (HC) é um nemátodo gastrintestinal de importância mundial devido às perdas 

econômicas que causa direta e indiretamente na produção ovina. Extratos vegetais ricos em metabólitos 

secundários têm sido propostos como um método alternativo de controle de nematóides gastrintestinais 

em ovinos e caprinos, pois cumprem sua função biológica e proporcionam um acompanhamento ambiental 

sustentável. O objetivo do presente experimento foi determinar o efeito do extrato hidroalcoólico de folhas 

de Leucaena leucocephala (EHLL) na eclosão do Haemonchus contortus in vitro. O extrato foi obtido pela 

técnica de maceração e foi submetido à caracterização fitoquímica qualitativa, na qual foram identificadas 

instaurações, oxidrils fenólicos, lactonas, flavonóis, florataninas, cumarinas, saponinas e compostos 

aromáticos. Concentrações de 100, 90, 80, 80, 80, 70, 70, 60 e 50 mg/mL do extrato foram avaliadas sobre 

a inibição de eclosão de ovos (IEH) de Haemonchus contortus. O extrato hidroalcoólico de L. leucocephala 

mostrou 71% IEH a 100 mg/mL, um CE50 e CE90 de 52,22 e 302 mg/mL respectivamente. O extrato 

hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala contém compostos bioativos (fenólicos, terpenos e 

flavonóides) que inibem o nascimento de ovos de HC com efeito dose-dependente. Portanto, a EHLL 

poderia ser considerada como uma alternativa para controlar este nematódeo, entretanto, é necessário 

determinar o metabolito específico que confere a atividade, determinar sua toxicidade e realizar ensaios in 

vivo. 

Palavras-chave: Leucaena leucocephala, extrato hidroalcoólico, atividade ovicida, Haemonchus 

contortus 
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ABSTRACT 

Haemonchus contortus (HC) is a gastrointestinal nematode of worldwide importance due to the economic 

losses it causes directly and indirectly in sheep production. Plant extracts rich in secondary metabolites 

have been proposed as an alternative method of gastrointestinal nematode control in sheep and goats, as 

they fulfill their biological function and a sustainable environmental accompaniment. The objective of the 

present experiment was to determine the effect of the hydroalcoholic extract of Leucaena leucocephala 

leaves (EHLL) on the hatching of Haemonchus contortus in vitro. The extract was obtained by the 

maceration technique and was subjected to qualitative phytochemical characterization, in which 

instaurations, phenolic oxydryls, lactones, flavonols, floratanins, coumarins, saponins and aromatic 

compounds were identified. Concentrations of 100, 90, 80, 70, 60 and 50 mg/mL of the extract were 

evaluated on the inhibition of egg hatching (IEH) of HC. The hydroalcoholic extract of L. leucocephala 

showed 71% IEH at 100 mg/mL, an EC50 and EC90 of 52.22 and 302 mg/mL, respectively. The 

hydroalcoholic extract of L. leucocephala leaves contains bioactive compounds (phenolics, terpenes and 

flavonoids) that inhibit HC egg hatching with dose-dependent effect. Therefore, EHLL could be considered 

as an alternative control on this nematode, however, it is necessary to determine the specific metabolite 

that confers the activity, determine its toxicity and perform in vivo assays.  

Keywords: Leucaena leucocephala, hydroalcoholic extract, ovicidal activity, Haemonchus contortus.  

 

INTRODUÇÃO 

A produção de pequenos ruminantes no mundo é limitada por fatores 

agrometeorológicos, econômicos e sanitários, associados à presença de 

microorganismos que causam doenças infecciosas. As doenças parasitárias são um 

problema de saúde que afeta principalmente os sistemas de produção extensivos de 

pequenos ruminantes, causando perdas econômicas diretas, como a morte de animais, 

e perdas indiretas devido à diminuição dos parâmetros produtivos e reprodutivos (Pérez-

Pérez et al., 2014). 

A hemicose é uma doença parasitária comum em pequenos ruminantes, o agente 

etiológico é o HC. O HC é classificado como um nematódeo hematófago com tropismo 

para o abomaso, onde ele se prende à alimentação. Este parasita está associado com 

anemia e gastrite, que dependendo do número de parasitas e da gravidade das 

manifestações clínicas pode causar morte em ovelhas adultas e neonatais 

(Kumarasingha et al., 2016).  

O controle da parasitose é baseado na administração de vermífugos de origem química 

sintética, incluindo derivados benzimidazólicos, lactonas macrocíclicas, derivados de 

aminocetonitrila monepantel e imidazotiazóis (Geary et al., 2015). Entretanto, o uso 

irracional e inadequado levou ao desenvolvimento de populações nematóides com 

resistência aos anti-helmínticos; além disso, seu impacto ecológico foi relatado, afetando 

populações não-alvo e em termos de segurança alimentar, devido à presença de 

resíduos dessas moléculas em produtos e subprodutos de origem animal (Zajíčková et 

al., 2020). 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
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https://doi.org/10.1016/j.drudis.2019.12.007
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Devido aos problemas acima mencionados, várias estratégias foram implementadas no 

Controle Integrado de Parasitas (CIP); desta forma, o objetivo é reduzir o uso de drogas 

de origem química para mitigar o impacto negativo gerado no meio ambiente, juntamente 

com oferecer aos produtores alternativas de controle para reduzir os custos de produção 

(Pérez-Pérez et al., 2014). 

Com esta abordagem, o uso de extratos de plantas e seus metabólitos tem sido proposto 

como um dos métodos alternativos mais promissores para prevenir e controlar doenças 

associadas à presença de alguns nematóides em ruminantes, dadas as diferentes 

atividades biológicas que têm sido relatadas em extratos de plantas, incluindo a atividade 

anti-helmíntica (Kotze & Prichard, 2016). 

O potencial anti-helmíntico das plantas tem sido associado ao seu conteúdo de 

metabólitos secundários, tais como terpenos (25.000 tipos), alcalóides (12.000 tipos) e 

compostos fenólicos (8.000 tipos); dos quais foram descritos diversos e possíveis 

mecanismos de ação de acordo com sua estrutura química e as ligações que poderiam 

ser formadas com as moléculas estruturais do ovo ou larva parasita (Zajíčková et al., 

2020). 

O mecanismo de ação desses metabólitos secundários não é claro; no entanto, foi 

levantada a hipótese de que eles poderiam causar paralisia e/ou mortalidade larvar, 

interferir com o desenvolvimento larvar, inibir a eclosão de ovos e interferir com a 

fertilização feminina (Heeger et al., 2017).  

Vários resultados foram obtidos com extratos de plantas que demonstram o potencial 

anti-helmíntico dos metabólitos secundários contra alguns nematóides importantes em 

ruminantes, tanto em modelos in vitro quanto in vivo. Sob esta premissa, foram realizados 

estudos com extratos hidroalcoólicos obtidos da fruta e folhas de Caesalpinia coriaria, 

que inibem a eclosão de H. contortus e H. placei a 25 mg/mL como relatado por (Rojo-

Rubio et al., 2019).  

Por outro lado, há evidências da avaliação realizada por (Castillo-Mitre et al., 2017) que 

avaliaram o extrato hidroalcoólico de folhas de Acacia cochliacantha e relataram 98 a 

100% de inibição da eclosão de ovos de Haemonchus contortus em concentrações de 

0,62 a 1,56 mg/mL respectivamente; atividade que foi associada pelos autores à 

presença de derivados cafeícos e ácidos cumáricos presentes no extrato. 

Da mesma forma, (Von Son-de Fernex et al., 2015) determinaram o efeito ovicida do 

extrato, obtido de folhas de Leucaena leucocephala, sobre Cooperia spp. e identificaram 

a quercetina e o ácido cafeico como os compostos responsáveis por este efeito. Isto 

sugere a possibilidade de um efeito semelhante em outras espécies de nematódeos, 

como Haemonchus contortus. 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
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A este respeito, (Hernandez et al., 2014) realizaram um ensaio in vivo em cordeiros em 

crescimento, que foram administrados 30 mL de extrato de Leucaena leucocephala 

durante 63 dias, observando uma diminuição da carga parasitária de 54%; entretanto, os 

autores não determinaram o mecanismo de ação deste efeito. 

 Assim, o presente estudo visou determinar o efeito do extrato hidroalcoólico de folhas de 

Leucaena leucocephala sobre a eclosão do Haemonchus contortus in vitro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal  

As folhas de Leucaena leucocephala foram coletadas no município de Tejupilco, Estado 

do México (18°54′N 100°09′W). As árvores tinham em média 5 anos e 4 m de altura com 

um diâmetro à altura do peito (DAP) de 23 cm, coletando apenas o material vegetal da 

copa das árvores. Para identificação da planta, foi consultado o herbário da Universidade 

Nacional Autônoma do México (UNAM) e as amostras foram verificadas como Leucaena 

leucocephala (Lam.) de Wit (IBUNAM:MEXU:1362417). 

 

Preparação do extrato 

As folhas de Leucaena leucocephala foram secas na sombra à temperatura ambiente. 

1000 g foram macerados em 800 mL de uma solução hidroalcoólica (30% de metanol e 

70% de água) e deixados em repouso por 72 horas. Após o tempo de descanso, o extrato 

foi filtrado utilizando papel filtro (Whatman® Qualitative Filter Paper, Grade 1) e depois os 

solventes foram removidos sob pressão reduzida em um evaporador rotativo (Büchi-

Brand), obtendo-se um rendimento de 10 gramas. Isto foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por (González-Alamilla et al., 2019). Uma solução de reserva foi 

preparada com uma concentração de 400 mg/mL de água destilada, da qual as diferentes 

concentrações foram preparadas conforme descrito por (Marie-Magdeleine et al., 2010). 

As concentrações avaliadas foram: 100, 90, 80, 70, 60 e 50 mg/mL.  

 

Caracterização fitoquímica qualitativa do extrato 

A caracterização qualitativa do extrato foi realizada conforme descrito por (González-

Alamilla et al., 2019; Morales-Ubaldo et al., 2020). Os testes usados para determinar a 

presença ou ausência dos compostos ativos foram: Teste KMnO4 (para insaturações), 

FeCl3 (para oxidrils fenólicos, taninos vegetais), Liebermann-Burchard (para esteróis e 

triterpenos), Salkowski (para esteróis), teste coumarin, Baljet (para 

sesquiterpenlactonas), H2SO4 (para flavonóides), Shinoda (para flavonóides), 

Dragendorff (para alcalóides), teste de tanino, floratanina, esteróides, agitação e 

bicarbonato (para saponinas). Para cada teste, foram utilizados 500 mg do extrato. 

 

 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
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Teste de inibição de eclosão de ovos (IEH) 

Para obter ovos de Haemonchus contortus, uma ovelha da raça Hampshire (3 meses de 

idade e 37 kg de peso vivo), clinicamente saudável e livre de nematóides gastrintestinais, 

foi infestada com L3 da linhagem HC INIFAP (350 larvas/kg/LW). As ovelhas doadoras 

foram mantidas sob cuidados padrão, bem-estar e regulamentos de sofrimento 

desnecessário, de acordo com a legislação atual da Norma Oficial Mexicana NOM-062-

ZOO-1999. Vinte e um dias após a infestação, foram coletadas amostras de fezes e os 

ovos por grama de fezes (OPG) foram quantificados usando a técnica Mac Master 

descrita por (Rivero-Perez et al., 2018). 

Para a recuperação dos ovos HC, foi utilizada a metodologia descrita por (von Son-de 

Fernex et al., 2015), 30 gramas de fezes foram lavadas com água destilada em peneiras 

de 200, 100, 75 e 37 µm. O material retido na peneira de 37 µm foi lavado com 6 mL de 

soro saturado e centrifugado a 3.000 rpm/ 3 min. Para obter ovos livres de matéria 

orgânica e soro, o sedimento foi lavado 3 vezes com água destilada, até obter uma 

solução de ovo limpa para a preparação do bioensaio. Numa placa de 96 poços, 50 µL 

de solução de ovo limpo (água destilada) foram adicionados com aproximadamente 150 

ovos mais 50 µL de cada concentração a ser avaliada; com quatro réplicas, Ivermectin (5 

mg/mL) foi usado como controle positivo e água destilada como controle negativo. A placa 

foi incubada a 30°C durante 48 h em câmara úmida, após a incubação, foi quantificado o 

número de ovos não incubados e larvas L1 por poço. Finalmente, foi calculada a 

porcentagem de inibição de eclosão (PIE) (Bizimenyera et al., 2006). 

Análise estatística  

Os dados foram analisados pela ANOVA e uma comparação da média de Tukey a 95% 

de confiança. As concentrações efetivas que inibiram 50% (CE50) e 90% (CE90) de 

eclosão de ovos de HC foram calculadas usando uma análise PROBIT no pacote 

estatístico SAS 9.0. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A caracterização qualitativa fitoquímica indicou a presença de insaturações (redução ao 

dióxido de manganês), que estão associadas a compostos com ligações de etileno ou 

compostos com dois grupos hidroxila em carvões adjacentes. Um resultado positivo foi 

observado para os oxidrils fenólicos; estes indicam a presença de hormônios, pigmentos 

ou óleos essenciais. A presença de cumarinas do ciclo do ácido si-químico também foi 

determinada, assim como de lactonas, que são o produto da união de um álcool com um 

ácido carboxílico na mesma molécula. A reação positiva no teste Salkowski, indicativo da 

presença de esteróis e triterpenos. Por outro lado, a presença de flavonóis e flavonones 

também foi determinada (Azcón-Bieto & Talón, 2003). 

Os resultados dos testes para calconas, quinonas, Shinoda, sesquiterpenlactonas, 

agitação e bicarbonato, Lieberman-Buchard, taninos e esteróides foram negativos. A 

ausência destes compostos pode ser associada às características próprias da planta, 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
http://dx.doi.org/10.21929/abavet2018.81.4
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condições ambientais, como temperatura, tipo de solo, radiação solar e umidade; assim 

como fatores do processo de extração, como a polaridade do solvente com o qual são 

extraídos, entre outros (Zajíčková et al., 2020). 

A caracterização do extrato de Leucaena leucocephala por cromatografia gasosa - 

espectrometria de massa foi relatada por (Salem et al., 2011), no qual indicaram que esta 

forrageira possui quarenta e quatro metabólitos secundários diferentes; dos quais se 

destacam os seguintes compostos químicos: 2(H)-benzofuranona-a-tetrahidro-4,4,7a-

trimetil (um terpeno volátil: 23,1%) e ácido pentadecanóico-14-metil éster (um ácido 

monometílico ramificado: 8,2%), entre outros.  

No mesmo estudo, foi relatado que o extrato alcoólico de Leucaena leucocephala 

consiste principalmente de hidrocarbonetos oxigenados dos compostos C10 a C60, e 

contém predominantemente hidrocarbonetos fenólicos.  

No mesmo contexto, (Von Son-de Fernex et al., 2015) identificaram três fitoquímicos em 

um fracionamento biodirecionado do extrato hidroalcoólico de Leucaena leucocephala, 

estes compostos eram quercetina (82,21%), ácido cafeico (13,42%) e escopolamina 

(4,37%). 

Embora o extrato de L. leucocephala seja rico em hidrocarbonetos fenólicos, que, como 

mencionado acima, pode eventualmente levar à perda da viabilidade dos ovos, a 

participação de outros tipos de metabólitos, tais como saponinas e flavonóides, não é 

descartada, gerando um efeito sinérgico, já que nas plantas e metabólitos trabalham sob 

uma dinâmica conjunta, semelhante ao sistema imunológico, conferindo proteção contra 

bactérias, vírus, parasitas e até mesmo predadores. Isto se deve à formação de 

moléculas que permitem sua sobrevivência, ou simplesmente convergindo em algum 

ponto no mesmo caminho metabólico (Azcón-Bieto & Talón, 2003). 

Na maioria das plantas, a presença de metabólitos secundários é distribuída de acordo 

com as partes que compõem uma planta (folhas, flor ou fruto, caule e raiz). Assim, a 

presença de metabólitos pode apresentar pequenas variações, pois cada uma das partes 

da planta é exposta a diferentes fatores de estresse e, portanto, gerar os metabólitos 

necessários que conferem proteção e, portanto, atividades biológicas (Olguín-Rojas et 

al., 2019). 

Diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico de Leucaena leucocephala foram 

avaliadas quanto à inibição da eclosão do ovo HC. Como pode ser visto na tabela 1, 

existem diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos (p<0,05). O extrato 

hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala apresentou sua melhor porcentagem 

de inibição de eclosão de ovos a 100 mg/mL (71%), as concentrações de 90, 80 e 70 

mg/mL não mostraram diferenças estatísticas significativas entre eles (p>0,05), com 67, 

65 e 62% de inibição de eclosão de ovos respectivamente. As menores porcentagens 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
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https://dialnet.unirioja.es/servlet/libro?codigo=556962
https://www.mdpi.com/2073-4395/9/3/141
https://www.mdpi.com/2073-4395/9/3/141


ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132  abanicoveterinario@gmail.com 
abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario  
Creative Commons (CC BY-NC 4.0)  

 

7 
 

foram obtidas em concentrações de 60 e 50 mg/mL, o que mostra um comportamento 

dose-dependente, onde quanto menor a concentração do extrato, menor a porcentagem 

de inibição de eclosão.  

Tabela 1. Porcentagem de inibição da eclosão de ovos Haemonchus contortus utilizando extrato 

hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala 

Concentração (mg/mL) %IEH ± E.P 

Água destilada     4 ± 0.22 e 

Ivermectina 100 a 

EHLL 100   71 ± 0.94 b 

EHLL   90    67 ± 0.63 c 

EHLL   80    65 ± 0.51 c 

EHLL   70    62 ± 0.54 c 

EHLL   60    56 ± 0.83 d 

EHLL   50   48 ± 0.89 d 

Valor de P 0.001 

EHLL, extrato hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala; IEH, inibição de eclosão de ovos; E:P 

erro padrão; diferentes literais dentro da mesma coluna indicam diferenças estatísticas significativas (p< 

0,05) 

Algumas pesquisas relataram efeitos favoráveis de uma grande variedade de extratos; 

no entanto, não foram capazes de determinar os mecanismos pelos quais a perda de 

viabilidade dos ovos ocorre nos nematódeos.  

A este respeito, (Hernandez et al., 2014)Hernandez et al., 2014) avaliaram o extrato 

hidroalcoólico de Leucaena leucocephala e observaram uma redução na carga 

parasitária de 54% nos cordeiros em crescimento; entretanto, o mecanismo de ação 

sobre os parasitas em questão não foi determinado. Foi relatado que alguns compostos 

presentes em extratos vegetais possuem metabólitos como saponinas e taninos que 

interferem na fecundidade das fêmeas, diminuindo assim a carga parasitária na 

contagem de ovos (Zajíčková et al., 2020). Dado esse histórico, os resultados obtidos na 

presente investigação podem sugerir que a diminuição da carga parasitária no estudo 

acima mencionado poderia estar associada à inibição da eclosão de ovos, induzida pelo 

extrato hidroalcoólico de Leucaena leucocephala (71% a 100 mg/mL), relatada na 

presente investigação. 

Como mencionado, há efeitos diretos que sugerem a capacidade dos taninos de se 

ligarem às proteínas da mucosa intestinal e às glicoproteínas da cutícula ou proteínas 

estruturais dos ovos, interferindo no desenvolvimento e crescimento e inibindo o 

nascimento por perda de viabilidade (Hoste et al., 2005). A partir da abordagem 

etnobotânica, o uso de alternativas de controle baseadas em extratos vegetais envolve 

uma variedade de compostos farmacologicamente ativos, especialmente taninos, 

flavonóides e fenilpropanoides, aos quais são atribuídas atividades biológicas como 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1007/s11250-013-0471-7
https://doi.org/10.1016/j.drudis.2019.12.007
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antiinflamatórios, antioxidantes e anti-helmínticos (Mravčáková et al., 2019). Com relação 

às aplicações de atividade anti-helmíntica de extratos vegetais, são mencionados os 

mecanismos propostos que podem variar de acordo com o conteúdo dos metabólitos 

presentes ou isolados, dependendo do tipo e da polaridade dos solventes utilizados 

(Zajíčková et al., 2020). 

A capacidade dos taninos de formar complexos com glicoproteínas pode levar à 

inativação de enzimas importantes para o desenvolvimento dos ovos, bem como para 

iniciar o processo de eclosão dos ovos. A este respeito, (Rojo-Rubio et al., 2019) 

determinaram que a uma concentração de 25 mg/mL de extrato hidroalcoólico de folhas 

de Caesalpinia coriaria inibe 95% da eclosão de ovos de HC, atividade que estava 

associada ao teor de tanino nas folhas de Caesalpinia coriaria (200 g/kg de matéria seca). 

Assim, foi documentado que os taninos podem afetar negativamente a eclosão dos ovos 

deste nematódeo, ligando-se à cutícula do ovo por ser rica em glicoproteínas, alterando 

o desenvolvimento embrionário e eventualmente o processo de eclosão.  

A avaliação de diferentes extratos de Leucaena leucocephala, tais como extratos da 

vagem e partes aéreas da planta, foi relatada por (Rivero-Perez et al., 2019) que 

determinaram que o extrato hidroalcoólico da vagem de Leucaena leucocephala inibe a 

eclosão de ovos nematóides em 20% a uma concentração de 50 mg/mL, uma 

porcentagem menor do que a obtida na presente investigação com a mesma 

concentração de 50 mg/mL (48%). Assim, infere-se que a variação dos metabólitos 

farmacologicamente ativos é uma função das partes vegetais (Hernandez-Alvarado et al., 

2018).  

No estudo de (Von Son-de Fernex et al., 2015), foi avaliado o efeito do extrato 

hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala sobre a inibição da eclosão do ovo 

de Cooperia spp. e observada uma inibição de 90,49 ± 2,8%; estes foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura, observando-se danos externos irregulares com 

pequenas projeções e rupturas nas paredes laterais da membrana do ovo, confirmando 

o dano direto da fração do extrato contra os componentes estruturais do ovo de Cooperia 

spp, sugerindo um comportamento semelhante para o extrato hidroalcoólico de Leucaena 

leucocephala avaliado no presente estudo.  

Em relação às concentrações efetivas (Carvalho et al., 2012) descobriram que o extrato 

de acetato de etila, etanol e óleos essenciais de Piper tuberculatum, Lippia sidoides, 

Mentha piperita, Hura crepitans e Capara guianensis apresentaram um CE50 sobre 

inibição de eclosão de HC a 0,031, 0,04, 0,037, 2,16 e 2,03 mg/mL respectivamente. Os 

resultados da presente investigação indicam um CE50 de 52,22 mg/mL e um CE90 de 

302,8 mg/mL, em comparação, as concentrações são maiores; no entanto, isto pode 

estar associado ao uso de diferentes plantas e solventes no processo de extração dos 

metabólitos secundários, ver figura 1. 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
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Figura 1. Concentrações efetivas CE50 e CE90 do extrato hidroalcoólico de Leucaena leucocephala 

no teste de eclosão de ovos Haemonchus contortus 

CONCLUSÃO 

O extrato hidroalcoólico de folhas de Leucaena leucocephala contém grupos de 

metabólitos secundários que inibem a eclosão in vitro de ovos de HC com efeito dose-

dependente; entretanto, é necessário identificar o(s) metabólito(s) específico(s) que 

conferem a atividade, determinar sua toxicidade e realizar ensaios in vivo. 
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