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RESUMO

BAUNGRATZ, Andressa Radtke. Extrato de prépolis verde no controle de helmintos
gastrointestinais de ovinos e caprinos: estudos in vitro e in vivo. 115 f. Dissertagéo
(Mestrado em Zootecnia) — Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia (Area de
Concentracdo: Producdo animal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois
Vizinhos, 2019.

O uso indiscriminado de anti-helminticos quimicos sem o devido conhecimento do
manejo a ser adotado bem como as caracteristicas do produto e do animal a ser
tratado podem ocasionar a resisténcia parasitaria, a qual pode ser diminuida quando
se faz a adocdo de métodos de controle alternativos, utilizando produtos de origem
natural. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a potencialidade da utilizagéo
da propolis verde sobre ovos e larvas de helmintos gastrointestinais de ovinos (in vitro)
e sua eficicia anti-helmintica em caprinos (in vivo). Primeiramente, o percentual de
acidos fendlicos, flavonoides e a atividade antioxidante da prépolis verde utilizada
foram determinados a fim de estabelecer quais 0s principais compostos quimicos
presentes e suas respectivas quantidades. Os efeitos do fitoterapico sobre ovos e
larvas de helmintos gastrointestinais de ovinos avaliados por meio de testes que
predisseram percentuais de eclodibilidade de ovos e inibicdo da migracédo larval dos
helmintos. Em uma segunda etapa, os efeitos do extrato de prépolis verde foram
observados diretamente sobre os animais. Cabras Boer foram divididas em trés
grupos experimentais, sendo: T1 — tratamento com glicerina (animais recebendo
glicerina bidestilada liquida), T2 — extrato de propolis verde (0,3g/kg PV) e T3 — anti-
helmintico quimico — monepantel. Ambos grupos experimentais receberam os
produtos teste no dia sete do periodo experimental, coletas de material fecal para
analises de ovos por grama de fezes (OPG) e coprocultura foram realizadas até o dia
60. A coloracdo da mucosa ocular foi determinada em todos os dias de coleta, pelo
método Famacha. Foram colhidas amostras de sangue para realizacdo de
hemograma e perfil bioquimico sérico. O teste de reducédo de contagem de ovos nas
fezes (TRCOF) foi realizado com o objetivo de predizer o grau de reducdo na
contaminacdo por helmintos para os diferentes produtos. A propolis utilizada
apresentou uma vasta composi¢cdo quimica, compostos como taninos e diferentes
fendlicos garantiram a atividade anti-helmintica da mesma. Elevada atividade
antioxidante foi observada pela técnica de capacidade antioxidante de reducéo férrica.
N&ao foi observada eclodibilidade de ovos quando utilizada a concentracéo de 99,99
mg mL do fitoterapico, a mesma concentracéo inibiu mais de 97% da migracédo de
larvas. Os valores de OPG e Famacha foram melhores para o monepantel quando
comparado a propolis verde. O anti-helmintico quimico apresentou 64% de reducéo
da contaminacdo no TRCOF. Conforme os resultados de hemograma, a propolis teve
efeito positivo sobre o sistema imune dos animais, diminuindo a possivel ocorréncia
de processos inflamatdrios ou ainda sua intensidade. As infeccbes de ambos
tratamentos apresentaram maiores proporcdes de H. contortus em relacdo as demais
espécies de helmintos. A propolis foi eficiente no controle de nematoides
gastrointestinais de pequenos ruminantes, ao passo que controlou ovos e larvas de
helmintos.

Palavras-chave: Fitoterapia. Haemonchus contortus. Resisténcia anti-helmintica.



ABSTRACT

BAUNGRATZ, Andressa Radtke. Green propolis extract in the control of
gastrointestinal helminths of sheep and goats: in vitro and in vivo studies. 115 s.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
(Area de Concentracgéo: Producdo animal), Federal University of Technology - Parana.
Dois Vizinhos, 2019.

The indiscriminate use of chemical anthelmintics without proper knowledge of the
management to be adopted as well as the characteristics of the product and animal to
be treated can cause parasitic resistance, which can be reduced when adopting
alternative control methods, using products of natural origin. This work aimed to
evaluate the potentiality of the use of green propolis on eggs and larvae of
gastrointestinal helminths of sheep (in vitro) and their anthelmintic efficacy in goats (in
vivo). First, the percentage of phenolic acids, flavonoids and the antioxidant activity of
green propolis used were determined in order to establish the main chemical
compounds present and their respective amounts. The effects of the herbal remedy on
eggs and larvae of the gastrointestinal helminths of sheep evaluated by means of tests
predicted percentages of egg hatchability and inhibition of larval migration of helminths.
In a second step, the effects of the green propolis extract were observed directly on
animals. Boer goats were divided into three experimental groups: T1 — glycerin
treatment (animals receiving liquid double - distilled glycerin), T2 - green propolis
extract (0,3g / kg PV) and T3 - anthelmintic chemical - monepantel. Both experimental
groups received the test products on the seventh day of the experimental period, fecal
material samples for analysis of eggs per gram of feces (EPG) and coproculture were
carried out until the 60th. The ocular mucosa coloration was determined on all days of
collection by the Famacha method. Blood samples were collected for hemogram and
serum biochemical profile. The FEC reduction test (FECRT) was performed with the
objective of predicting the degree of reduction in helminth contamination for the
different products. The propolis used presented a great chemical composition,
compounds such as tannins and different phenolics guaranteed the anthelmintic
activity of the same. High antioxidant activity was observed by the technique of
antioxidant capacity of iron reduction. No egg hatchability was observed when the
concentration of 99.99 mg mL?' of the herbal product was used, the same
concentration inhibited more than 97% of the larvae migration. The values of EPG and
Famacha were better for monepantel when compared to green propolis. The chemical
anthelmintic showed a 64% reduction in FECRT contamination. According to the
hemogram results, propolis had a positive effect on the immune system of the animals,
reducing the possible occurrence of inflammatory processes or even their intensity.
Infections of both treatments presented higher proportions of H. contortus in relation
to other species of helminths. Propolis was efficient in controlling gastrointestinal
nematodes of small ruminants, while controlling eggs and larvae of helminths.

Keywords: Phytotherapy. Haemonchus contortus. Anti-helminth resistance.
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1 INTRODUCAO GERAL

Considerada como o principal problema sanitario na ovino e caprinocultura
brasileira, as infecgfes por helmintos gastrointestinais acometem indmeros animais,
ocasionando diferentes entraves na atividade de producdo (LOBO et al., 2009).
Diminuicdo no ganho de peso, reducdo da fertilidade das fémeas, aumento da
mortalidade e gastos elevados com medicamentos sdo exemplos das perdas
econdmicas ocasionadas (SUTHERLAND; SCOTT, 2010).

Ovinos e caprinos sao acometidos pelos mesmos géneros de parasitas, sendo
0s mais comuns e de elevado potencial de patogenicidade Haemonchus contortus,
Trichostrongylus sp. e Strongyloides papillosus (KAPLAN, 2013). Além de altas taxas
de disseminacdo enquanto populagcdo, estas classes de helmintos apresentam
mecanismos de resisténcia anti-helmintica muito bem desenvolvidos, garantida por
meio de alelos com resisténcia simultanea a drogas com diferentes modos de acgao
(ROMERO et al., 2007; ROMERO et al., 2013; ANZIANI; MUCHIUT, 2014; ANZIANI;
FIEL, 2015).

Realizado com a utilizacdo de anti-helminticos sintéticos, o controle da
helmintose gastrointestinal em pequenos ruminantes apresenta inameros problemas,
seja ocasionado pelos mecanismos de resisténcia dos helmintos ou ainda pela
administracdo dos produtos de forma errbnea, com superdosagens e sem O
conhecimento das dinamicas bioldgica e epidemiolégica da infeccdo. Ademais,
problemas com ocorréncias de residuos em alimentos e principalmente no meio-
ambiente fazem da busca por novos métodos de controle da verminose uma
necessidade (ATHANASIADOU et al., 2008).

Dentre as alternativas investigadas para utilizacdo no controle de parasitos
gastrointestinais, o uso de plantas bioativas € bem-conceituado (OLIVEIRA et al.,
2011). Os compostos responsaveis pelas atividades biolégicas das plantas sao
conhecidos por metabdlitos secundarios, sendo identificados em algumas espécies
vegetais e ainda desconhecidos em outras (ATHANASIADOU et al., 2008).

Dentre os metabdlitos secundarios com atividade anti-helmintica, destacam-se
0S grupos quimicos saponinas, alcaloides, proteinas, taninos, lignina, alguns
polifendis e glicosideos (GITHIORI, et al., 2006, HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011,
RIOS-DE- ALVAREZ, et al., 2012). Alguns compostos fendlicos, como os flavonoides,
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e acidos gélico, elagico e cafeico também possuem tal potencial (MONDAL, et al.,
2015).

Fitoterapico muito utilizado na medicina humana (TORETI et al., 2013; SILVA-
CARVALHO et al., 2015), a propolis vem sendo empregada na nutricdo e sanidade
animal. Produzida pelas abelhas, € uma mistura composta por acidos e ésteres
aromaticos, aldeidos, cetonas, alcoois, aminoacidos, terpendides, flavonoides, entre
outros (MENEZES, 2005). Suas propriedades estdo relacionadas a composicdo
guimica, que pode variar conforme caracteristicas geograficas do local onde é
produzida, a flora utilizada pelas abelhas, diferentes épocas do ano, espécie da
abelha, dentre outros fatores (PEREIRA et al., 2002).

A propolis pode apresentar distintos grupos quimicos, 0s quais garantem uma
vasta eficacia ao produto final (MARCUCCI,1995; HUANG et al., 2014). Sua coloracao
pode variar desde amarelo, tons de castanho, marrom/escuro, verde e até vermelha
(TORETI et al., 2013). Conhecida como “propolis do Brasil”, a propolis verde é
produzida em apenas alguns estados do Brasil - Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
Gerais. Sua coloracao verde é devido a espécie botanica utilizada para sua producao,
Baccharis dracunculifolia, popularmente chamada de alecrim-do-campo, que lhe
garante uma composicdo quimica rica em Artepilin C (acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico) e drupanina (acido 3-prenil p-cumarico), derivados do &cido p-
cumarico, acidos clorogénico e benzoico, e compostos flavonoides (SALATINO et al.,
2005, SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

Os estudos com extratos de plantas concentram-se em identificar as
propriedades anti-helminticas e testar a toxicidade dos compostos in vitro, identificar
mecanismos de acao, avaliar eficiéncia do composto in vivo e por fim avaliar a
viabilidade em propriedades rurais (GITHIORI, et al., 2006; HOSTE; TORRES-
ACOSTA, 2011).

Sendo assim, embasado na hipotese de que a propolis verde apresenta efeito
positivo sobre o controle de helmintos gastrointestinais, diminuindo ou ainda
controlando os niveis de infeccdo sem efeitos adversos, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a potencialidade da utilizacéo da prépolis verde sobre ovos e larvas

de helmintos gastrointestinais de ovinos (in vitro) e sua eficiéncia helmintica (in vivo).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Propolis verde

Produzida pelas abelhas, a propolis surge a partir de uma mistura de material
resinoso, gomoso ou balsamico de botdes de flores, sépalas/pétalas, folhas, caules e
cascas de arvores. Quando na colmeia, as abelhas passam a utilizar tal material
misturando-o a secrecdes e enzimas (GUISALBERTI, 1979; GONZALES; ORZAES,
1997).

A propolis pode apresentar elevada variagdo na sua composicao de acordo com
as caracteristicas geograficas e climaticas do local onde é coletada. A flora
predominante utilizada para producédo da prépolis pelas abelhas também interfere
diretamente no produto final, Ihe atribuindo assim, variagbes significativas em
diferentes amostras analisadas (BANKOVA, 2005). Além disso, a época sazonal da
colheita também pode ocasionar alteracbes nos teores de compostos bioativos do
produto (TOUZANI et al., 2018).

De forma geral, contém mais de duzentos compostos quimicos ja identificados.
Flavonoides e acidos fendlicos séo os de maior atividade bioldgica, sendo assim, mais
estudados. Os compostos flavonoides englobam substancias como galangina, crisina,
tectocrisina, pinocembrina, canferol e quercetina. Os acidos fendlicos compreendem
0s acidos cafeico, ferulico, cinamico e cumarico. Além destes, aldeidos aromaticos,
cumarinas, acidos organicos, acidos e ésteres alifaticos e aromaticos, acguUcares,
alcoois, &acidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas, chalconas e
diidrochalconas, terpenoides e proteinas (TORETI et al., 2013).

Outro composto fendlico encontrado exclusivamente na propolis verde e com
véarias propriedades bioldgicas é o artepillin C (CARRAO, 2015). O artepillin C (acido
3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) também conhecido por artepilina, € um constituinte
encontrado somente em amostras de propolis verde, devido a composi¢cao botanica
utilizada para sua producdo. Este, € um dos constituintes majoritarios do produto
(PIANTINO, 2004; DE AGUIAR, 2012; SALGUEIRO, 2016; VEIGA et al., 2017).

A fim de ser comercializada nacional e internacionalmente, deve atender alguns
padrdes pré-estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), um exemplo destes é apresentar um teor de fendlicos totais de no minimo
5% (m/m) (BRASIL, 2001).
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2.2 Atividade biolégica da prépolis verde

Os antioxidantes apresentam como principal funcdo a capacidade em inibir
biomoléculas (proteinas, lipidios e aglcares) de ocasionar danos oxidativos por meio
de radicais livres, impedindo assim doencas de carater coronario, cancer,
envelhecimento celular e demais (RICE-EVANS; BURDON, 1994; VISIOLI,
BELLOMO; GALLI, 1998; LEOPOLDINI et al., 2004). A propolis possui tal atividade
devido aos compostos fendlicos, que atuam inibindo reacdes ocasionados pelos
radicais livres (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Estudos indicam que a
atividade antioxidante da proépolis é superior a de vitaminas E e C (RICE-EVANS et
al., 1996; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009).

Dentre os métodos utilizados para a determinagéo da capacidade antioxidante a
maioria € realizada in vitro. Captura de radicais ABTS e DPPH e poder redutor do ferro
(FRAP) sé&o os mais empregados para determinar a atividade antioxidante em
matrizes de diferentes naturezas (KUMAR, 2015).

Os meétodos de sequestro dos radicais DPPH e ABTS utilizam o principio de
descoloracdo da amostra apos o procedimento para avaliacdo e quantificacdo do seu
poder antioxidante, enquanto que o méetodo de poder redutor do ferro (FRAP) avalia o
potencial do produto pela reducdo do ferro férrico (Fe®*) para ferro ferroso (Fe?*)
(KUMAR, 2015).

As variaveis que indicam atividade antioxidante, representados por ABTS, DPPH
e FRAP também sdo comumente avaliadas em amostras de propolis, e apresentam
diferencas conforme as caracteristicas de onde o material foi produzido e coletado.

Estudos sugerem que a estacao do ano e periodo de producédo e colheita da
prépolis alteram de forma quali e quantitativa as fitomoléculas presentes no produto.
Excelente fitoterapico, pesquisas que envolvam a caracterizacdo quimica do mesmo
e suas reais propriedades devem ser realizadas, a fim de incrementar a exploracéo
do produto (FIGUEIREDO et al., 2015).

2.3 Atividade anti-helmintica da propolis verde

Pesquisas utilizando prépolis no controle de helmintos gastrointestinais vem
demostrando resultados positivos, seja em estudos envolvendo animais (PRINCIPAL
et al., 2002; CASTAGNARA et al., 2007; LOUREIRO, 2007; KRYCHAK-FURTADO,
2011; HEINZEN et al., 2012; MORSY et al., 2013; MORSY et al., 2016) ou ainda

diretamente sobre ovos e larvas de helmintos gastrointestinais (BATISTA, 2016).
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Os principais testes utilizados para determinacédo da acao de qualquer produto
sobre ovos e larvas, in vitro, séo os testes de eclodibilidade de ovos (TEO) e inibicéo
da migracao larval (TIML). A partir dos resultados apresentados, é possivel predizer
percentuais de eclodibilidade de ovos e inibicdo da capacidade das larvas em
migrarem, além de calcular valores de DLsg, indicando qual a concentracao necessaria
de determinado produto para que ocorra a mortalidade de pelo menos 50% da
populacdo em estudo. Sendo assim, quanto maior for o percentual de inibicdo
encontrado, mais potente foi o produto avaliado (POWERS et al., 1982; COLES et al.,
2006).

Compostos quimicos como fendlicos e flavonoides e suas variagbes — como 0s
taninos, sdo encontrados em prépolis de ambas origens e coloracdes (TORETI et al.,
2013), garantindo diferentes propriedades farmacoldgicas a mesma, a exemplo da
atividade anti-helmintica.

O acido elagico atua na captura de elétrons de diferentes sistemas bioldgicos,
inclusive no transporte de elétrons (ETS). Os elagitaninos (classe de taninos
hidrolisaveis) atuam diretamente sobre helmintos pela inibicdo da fosforilacdo
oxidativa, quando ocorre rompimento no fluxo de elétrons (VATTEM; SHETTY, 2005;
MONDAL et al., 2015).

Os taninos sdo compostos fenolicos considerados metabdlitos secundarios
(MONTEIRO et al., 2005) que atuam sobre os ovos e larvas por meio da fosforilacéo
oxidativa, tendo capacidade de interagir com proteinas constituintes dos ovos e larvas,
gue sdo vitais para o desenvolvimento e funcdo bioldgica dos helmintos
(ATHANASIADOU et al., 2001; MOLAN; FARAJ, 2010; MOLAN, 2014).

Os taninos hidrolisaveis podem apresentar atividade anti-helmintica por meio da
precipitacdo de proteinas, interagindo com ovos e larvas por meio de interacées nao-
covalentes ou covalentes. Elevada atividade oxidativa também confere mecanismos
de controle de helmintos aos taninos, quando os produtos resultantes dessa oxidacao
se ligam por meio de ligacdes covalentes. Mecanismo de hidrélise, quando ovos e
larvas interagem com o0s produtos resultantes da hidrélise também apresentam
capacidade de controlar ovos e larvas (KATIKI et al., 2013; ENGSTROM et al., 2016).

Conforme Engstrom et al. (2016) os taninos hidrolisaveis ligam-se a superficie
da casca do ovo dos helmintos impedindo que proteinas responsaveis pela incubacéo

e revestimento do mesmo atuem. Além disso, fun¢des vitais como troca de oxigénio
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entre interior e exterior do ovo também séo dificultadas, uma vez que o tanino passa
a revestir a casca do ovo e impede estes mecanismos.

Sobre as larvas, 0s taninos interrompem o processo de extravasamento, inibindo
o0 estabelecimento de larvas infectantes no hospedeiro e assim, a infecgdo (BRUNET
et al., 2007; ALONSO-DIAZ et al., 2008). Possuem capacidade de deformar a
superficie do corpo dos helmintos, ocasionando principalmente degeneracfes de
células musculares (HOSTE et al., 2006; WILLIAMS et al., 2014; BRUNET et al.,
2011). Pesquisas sugerem que caso as lesdes sejam oriundas dos taninos, estes
podem ter produzido toxicidade celular no momento em que bloquearam a troca

metabdlica com o meio ambiente (BATISTA, 2016).
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3 EXTRATO DE PROPOLIS VERDE SOBRE OVOS E LARVAS DE HELMINTOS
GASTROINTESTINAIS DE OVINOS

RESUMO

A utilizacdo macica de anti-helminticos quimicos é responsavel pela geracdo de
mecanismos de resisténcia de helmintos gastrointestinais de pequenos ruminantes,
sendo necessario o desenvolvimento de novos produtos para o controle dos
nematédeos. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo do extrato
de propolis verde (in vitro) sobre ovos e larvas de helmintos gastrointestinais de
ovinos. A viabilidade da utilizagdo dos produtos foi avaliada por meio de percentuais
de eclodibilidade de ovos e inibicdo da migracédo larval dos helmintos. A prépolis
utilizada para a producdo do extrato apresentou composicéo rica em flavonoides,
como pinocembrina, crisina, canferol e galangina e fendlicos, principalmente acidos
cafeico e cumarico. Sua capacidade antioxidante foi confirmada pela técnica de
avaliacdo da capacidade antioxidante de reducdo férrica. Nao foi observada
eclodibilidade do namero total de ovos incubados utilizando concentracdo de 99,99
mg mLt. A DLso do teste de inibicdo da migracao larval foi de 7,309 mg mL-1. Dessa
forma, conclui-se que a préopolis verde apresentou efeito positivo sobre o controle de
larvas e ovos de helmintos gastrointestinais de ovinos, garantida pelos taninos e
flavonoides, no entanto, os valores encontrados para as DLso de ambos testes ainda
séo elevados quando comparadas a de produtos quimicos ja consolidados.

Palavras chave: Fitoterapico. Resisténcia anti-helmintica. Verminose.
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ABSTRACT

The massive use of chemical anthelmintics is responsible for the resistance
mechanisms of gastrointestinal helminths of small ruminants, and the development of
new products for the control of nematodes is necessary. In this context, the objective
of the present work was the evaluation of the green propolis extract (in vitro) on eggs
and larvae of gastrointestinal helminths of sheep. The viability of the use of the
products was evaluated by percentage of egg hatchability and inhibition of larval
migration of helminths. The propolis used to produce the extract had a composition
rich in flavonoids, such as pinocembrin, chrysin, kaempferol, and galangin and
phenolics, mainly caffeic and coumaric acids. Its antioxidant capacity was confirmed
by the technique of evaluation of the antioxidant capacity of iron reduction. No
hatchability was observed for the total number of eggs incubated using a concentration
of 99.99 mg mLL. The LDso of the larval migration inhibition test was 7.309 mg mL.
Thus, itis concluded that green propolis had a positive effect on the control of larvae
and eggs of sheep gastrointestinal helminths, guaranteed by tannins and flavonoids,
however, the values found for the LDso of both tests are still high when compared to
chemicals already well-established.

Keywords: Phytotherapic. Anthelmintic resistance. Nematode parasites.
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3.1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de anti-helminticos quimicos, principalmente pela nao
adocdo do tempo de caréncia para novas aplicacdes do produto ocasionam a
formacdo de cepas resistentes de helmintos (FONSECA et al., 2014). Além disso, a
falta de conhecimento sobre a biologia dos helmintos e o real grau de parasitismo dos
animais sao notarios e interferem na ado¢édo de métodos eficazes para o controle.

A resisténcia parasitaria pode ser definida como o aumento significativo na
habilidade de determinada populacdo de parasitos sobreviverem a diferentes doses
de um componente quimico, que até entdo era eficiente na eliminacao da maior parte
do numero de individuos de uma populacédo susceptivel (TORRES-ACOSTA; HOSTE,
2008).

Visando determinar o grau de resisténcia pelos parasitos a diferentes produtos,
testes in vitro vém sendo desenvolvidos com frequéncia. Mais rapidos, econémicos e
menos trabalhosos se comparados agueles que necessitam do acompanhamento dos
animais para sua realizacdo (DEMELER et al., 2012), apresentam demais vantagens
como a capacidade de anularem possiveis efeitos ocasionados pela interferéncia do
hospedeiro no estabelecimento da infeccéo, especialmente se tratando de ovinos, e
pela variacao na farmacodinamica das drogas no organismo animal (CHAGAS et al.,
2011).

Baseiam-se na incubacéo de diferentes estagios de vida livre de parasitos em
uma série de concentracdes de anti-helminticos e/ou extratos de plantas, observando
os efeitos ocasionados sobre os organismos (FORTES; MOLENTO., 2013).

O teste de eclodibilidade de ovos (TEO) surgiu como alternativa para
identificacdo de populacdes resistentes aos benzimidazéis, é recomendado pela
Associacdo Mundial para o Avanco da Parasitologia Veterinaria (WAAVP) e pode ser
adaptado para a avaliacdo de demais produtos e principios ativos (COLES et al., 1992;
TAYLOR et al., 2002). Seu objetivo € avaliar a capacidade dos produtos em inibir a
ecloséo dos ovos de helmintos, por meio da interrup¢édo do desenvolvimento blastular
do embrido e de enzimas associadas ao processo de eclosdo (NERY et al., 2009).

Os efeitos ocasionados sobre larvas de helmintos podem ser determinados pelo
teste de inibicdo da migracéo larval (TIML) (D’ASSONVILLE et al., 1996). Com o
objetivo de avaliar a resisténcia a grupos quimicos que possuam como sitio de

atuacdo a musculatura somatica dos parasitos, atuando sobre vias estimuladoras e
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inibitérias, o TIML avalia a capacidade migratéria de larvas de terceiro estagio (L3)
apos o periodo de incubagcédo com determinado tratamento (BORGES, 2014).

O desenvolvimento de novos produtos de carater anti-helmintico pela industria
farmacéutica vem sendo considerado um processo de elevados custos e
relativamente lento (CHAGAS et al., 2008). A alternativa da utilizacdo de compostos
considerados naturais para tal objetivo € cada vez mais forte e incentivada pela
pesquisa cientifica, servindo como ferramenta de controle ou até mesmo prolongando
a vida util dos quimicos ja utilizados (SILVA, 2007).

Diferentes compostos quimicos, considerados como metabdlitos secundarios de
plantas sdo conhecidos por suas propriedades anti-helminticas, a exemplo de
saponinas, alcaloides, proteinas, taninos, lignina, alguns polifendis e glicosideos
(GITHIORI et al., 2006, HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011, RIOS-DE-ALVAREZ et al.,
2012).

A propolis, devido a sua ampla composi¢cado quimica € considerada um produto
com elevado potencial de utilizacdo. Estudos indicam que sua atividade biolégica
esteja relacionada principalmente a presenca de compostos como os acidos fendlicos
(ABREU et al., 2006; CUNHA et al., 2009; DUTRA et al., 2011; CUNHA, 2013,
BATISTA et al., 2016) taninos (DUTRA et al., 2014), flavonoides (SILVA et al., 2013;
SOUZA et al., 2013), cumarinas e benzofenonas (DA CUNHA et al., 2016) e terpenos
de diferentes classes (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, acidos
graxos, esteroides e saponinas) (BANKOVA; POPOVA, 2007; DUTRA et al., 2008;
ARAUJO et al., 2015).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi a determinacdo da composicao
guimica da prépolis verde e o efeito do extrato (in vitro) da mesma sobre ovos e larvas

de helmintos gastrointestinais de ovinos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Propolis verde

As amostras de prépolis verde utilizadas sao classificadas como tipo
convencional para exportacdo, oriundas da polinizacdo de alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia) (Asteraceae) no municipio de Nepomucemo, Minas Gerais-
Brasil, dos meses de novembro de 2016 a maio de 2017. As amostras foram limpas,

maceradas com o auxilio de nitrogénio liquido e mantidas sob refrigeracao a -5°C sem

interferéncia de luminosidade até sua utilizacédo (Figura 1).

Figura 1 - A: Exemplar de Baccharis dracunculifolia, popular vassourinha. Fonte: BAGATINI, 2005. B:
Amostra de prépolis verde in natura. C: Amostra de prépolis verde ap6s processo de liofilizacao.
Fonte: Arquivo pessoal (2018).

3.2.1.1 Producéo do extrato de prépolis verde

Os extratos etanolicos de prépolis (EEP) foram produzidos segundo
metodologia descrita por Oldoni et al. (2015). Foram pesadas 32 gramas de prépolis
macerada e adicionados 400 mL da mistura extratora etanol: agua (80:20 v/v) e entéao
extraidos sob aquecimento em banho termostatizado a 70°C por 45 minutos e o
material homogeneizado a cada 10 minutos. Com o objetivo de garantir um bom
rendimento da extracao, o procedimento foi repetido utilizando 200 mL de etanol: 4gua
(80:20 v/v).

Apés a extracdo, o material foi filtrado com auxilio de bomba vacuo e papel filtro
gualitativo, sendo obtido o extrato etandlico de propolis (EEP). Este, foi rotoevaporado
a uma temperatura de 60°C por 25 minutos (100 rpm, 175 mbar). O material obtido
apOs a rotoevaporacdo foi acondicionado em recipientes plasticos e mantido em
freezer (-5°C) por um periodo de 48 horas, para posterior liofilizagdo. No liofilizador, o

material foi mantido a uma temperatura de -50°C e periodo igual ao anterior.
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3.2.3 Caracterizacao quimica da propolis verde

3.2.3.1 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

A identificacdo e quantificacdo dos acidos fendlicos e flavonoides nas amostras
de propolis foi realizada utilizando um Cromatografo a Liquido (VARIAN — 900 LC)
acoplado a um detector de arranjo de fotodiodo e uma coluna de fase reversa
MICROSORB-MV C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym). Os padrdes utilizados foram: &cido
cafeico, acido ferdlico, acido p-cumérico, &cido trans cinamico, rutina, quercetina,
pinocembrina, crisina, canferol, mangiferina e galangina. As condi¢des do
equipamento foram: fluxo de 1 mL min-t, temperatura da coluna de 30°C, composi¢éo
da fase movel: (A) H20: HsPO4 (99,8:0,2 v v1); (B) CH3OH (100%) com gradiente
iniciando com 30% de B, em 15 min 64% de B, 11 min 75% de B, 2 min 95% de B, 1
min 95% de B, 3 min 30% de B e finalmente 10 min em 30% de B, totalizando 42 min
de analise. A quantificacao foi realizada por padronizacdo externa em uma faixa de
concentragdo que variou de 0,5 ug mL* a 60 ug mL2.

A partir da analise realizada por CLAE-DAD foi possivel determinar os
compostos quimicos presentes na propolis utilizada, com auxilio de padrées. Os
mesmos apresentam-se descritos na tabela 1, classificados como acidos fendlicos e
flavonoides. A fim de garantir maior confiabilidade a analise, todas avaliacées foram

realizadas com seis repeticoes.

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica da propolis verde e respectivos conteudos fendlico e flavonoide
totais.

Padréo Valores (mg g?)
Acidos Fendlicos
acido cafeico 1,38 £ 0,30
acido cumarico 9,05+ 1,84
Flavonoides
pinocembrina 2,37 £ 0,26
crisina 9,06 £ 0,76
canferol 5,37 £ 0,86
galangina 10,01 + 0,26

Notas: Todos o0s valores estdo expressos como média + desvio padréo.

Devido a necessidade de inumeros padrdes quimicos para a identificacdo de

ambos os compostos citados e seu elevado custo, apenas uma por¢cao destes pode
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ser quimicamente identificada. Ainda assim, a construcao de perfis cromatogréaficos
por CLAE torna possivel a exploragdo do material analisado por meio da construcéo
de picos de ocorréncia de diferentes substancias, conforme ilustra a figura 2.

BCId0 cateico
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100

RT [mir]
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Figura 2 - Perfil cromatogréfico da propolis verde determinado por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Picos identificados conforme padr@es fornecidos: A: &cido cafeico; B -
acido cumarico; C - acido ferdlico; D - canferol; E - pinocembrina; F — crisina; G — galangina.
Fonte: OLDONI, 2018.

Os principais constituintes quimicos da propolis verde brasileira sdo o acido
caféico, acido p-cumarico, acido ferulico, naringenina, kaempferide e artepillin C
(SZLISZKA et al., 2013).

Usualmente, ao analisar amostras de propolis verde os picos mais elevados
observados em um cromatograma compreendem ao artepillin C, o que é explicado
pela sua por¢cdo majoritaria na composicdo do produto. Os picos H e/ou | ilustrados
na figura 2 sugerem a presenca deste composto quimico, conforme constatacdes ja
verificadas (SOUSA et al.,, 2007; PAULA, 2013; SALGUEIRO; CASTRO, 2016;
COELHO et al., 2017).

3.2.3.2 Determinacédo de compostos fendlicos totais
A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada seguindo o método

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, sugerido por Singleton et al. (1965). A uma
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aliquota de 0,5 mL da amostra a ser analisada foram adicionados 2,5 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau (1:10). Ap6s 5 minutos de repouso da mistura, foi adicionado 2,0
mL de uma solugcéo de Na>COs (4%). As solugdes ficaram encubadas ao abrigo da
luz e & temperatura ambiente e ap6s 2 horas foi realizada a leitura da absorbancia a
740 nm. Foi utilizado como padréo de referéncia o acido galico em concentracdes que
variam de 5 a 100 yg mL* e os resultados foram expressos em mg equivalente ao

padrédo acido galico g* de amostra.

3.2.3.3 Determinagéao da Atividade antioxidante

3.2.3.3.1 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical ABTS

O método consiste na formacao de um radical ABTS atraves da reagédo de ABTS
(7 mmol L) com persulfato de potassio (140 mmol L 1), com a mistura permanecendo
em ambiente escuro por um periodo de 16 horas. Posteriormente, o radical formado
foi diluido com etanol P.A. até obter absorbancia de 0,700 = 0,010. A reacéo foi
determinada utilizando 30 pL do EEP (500 pg mL?) com 3,0 mL do radical. A
absorbancia foi lida em espectofotometro (734 nm) (Modelo UV-VIS Lambda 25,
Perkin Elmer), passados 6 minutos da reacdo. Etanol foi utilizado como branco e os
resultados de atividade antioxidante expressos como base na curva analitica de Trolox
em pmol de Trolox por grama de proépolis bruta (umol Trolox g?) (RE et al., 1999;
RUFINO et al., 2007).

3.2.3.3.2 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radical DPPH

O método consiste na adi¢cdo de um volume de 500 pL do EEP (250 pg mLY), 3
mL de etanol P.A. e 300 L da solugdo do radical DPPH a 0,5 mmol L. Apés
misturada, a solucédo permaneceu em ambiente escuro por um periodo de 45 minutos.
A absorbancia foi medida utilizando um espectofotébmetro (517 nm) (Modelo UV-VIS
Lambda 25, Perkin EImer). Como branco, utilizou-se o etanol P.A.. A quantificacao foi
realizada com base na curva analitica utilizando o Trolox como padrdo. Os valores
foram expressos em pumol de Trolox por grama de prépolis bruta (umol Trolox g?)
(BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET, 1995).
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3.2.3.3.3 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

O reagente FRAP foi obtido a partir da mistura de tampéo acetato 0,3 mol L (25
mL), solugdo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mmol L* (2,5 mL) e solucéo
aquosa de cloreto de ferro a 20 mmol L (2,5 mL). A reacdo consiste em 100 pL do
EEP (250 pg mLt) com 3 mL do reagente. A mistura foi homogeneizada e mantida
aquecida a 37°C (banho termostatico) por 30 minutos. A absorbancia foi medida
utilizando um espectofotdmetro (595 nm) (Modelo UV-VIS Lambda 25, Perkin Elmer).
Como branco foi utilizado o reagente FRAP. A quantificacao foi realizada por meio da
curva de calibragéo preparada com sulfato ferroso. Os resultados foram expressos em
umol de Fe*? por grama de prépolis bruta (umol Fe?* gt) (BENZIE, STRAIN, 1996;
RUFINO et al, 2006).

Os resultados encontrados para os teores de fendlicos totais e atividade
antioxidante da prépolis encontram-se descritos na tabela 2, bem como valores
relatados na literatura. Ambas avalia¢Ges foram realizadas utilizando seis repeti¢coes,

a fim de garantir a confiabilidade dos resultados das analises.
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Tabela 2 - Teor de fendlicos totais e capacidade antioxidante de diferentes amostras de propolis.

Capacidade antioxidante

Analises Fendlicos Flavonoides Local de
(Mg EAG g (Mg EQ g ABTS DPPH FRAP coleta
(umol de Trolox g*) (umol de Trolox g') (umol de Fe*? g1)
Resultados obtidos 54,06 + 3,01 12,33+ 1,59 1.362,76 £ 161,57 122,52 + 9,07 2.798,03 + 366,83  Minas Gerais
Autores
COTTICA et al. (2011)*** - - - - 528,00 a 1.365,00 Parana
MIHAI et al. (2011)** - - - - 720,00 a 2.540,00 Tansilvania
BITTENCOURT et al. (2015)* 185,52 - - - - -
MACHADO et al. (2015)* 69,74 23,27 - - - Parana
ANDRADE et al. (2017)* 90,55 59,45 2.214,96 4.554,35 604,20 Sergipe
CALEGARI (2018)** - - 1.130,00 136,00 - Parana
TOUZANI et al. (2018)*** 12,02 a 168,43 9,98 a 160,56 - - - Marrocos

Nota: valores expressos como média + desvio padrdo; EAG: equivalentes a Acido Galico; EQ: equivalentes a Quercetina. *Amostras de prépolis de coloragéo
verde; *Amostras de prépolis de coloracdo marrom; ***Amostras de prépolis sem indicacédo de coloracéo no trabalho.



35

3.2.4 Avaliagdo anti-helmintica in vitro

Todos os procedimentos adotados no experimento foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Tecnolégica Federal do Parand, registrado com numero de protocolo 2017-024
(Anexo 1).

O extrato de propolis utilizado nos testes in vitro foi produzido a partir da prépolis
liofilizada, misturada a solu¢do de agua e dimetilsulfoxido (DMSO) (C2HeSO) na
concentracdo de 3%. Para auxiliar no processo de dissolucdo da propolis, o material
foi homogeneizado e aquecido a uma temperatura maxima de 100°C.

O extrato de prépolis com agua e DMSO foi produzido a uma concentracgéo inicial
de 30%, sendo dissolvido posteriormente nas concentracdes avaliadas em cada teste.

3.2.4.1 Atividade ovicida

A avaliagdo da atividade ovicida foi realizada pelo teste de eclodibilidade de ovos
(TEO) descrito por Coles et al. (1992) adaptado por Bizimenyera et al. (2006).

Fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de dez ovinos (%2 Dorper %
Santa Inés), infectados naturalmente por helmintos gastrointestinais, com um ndmero
de ovos por grama de fezes (OPG) médio de 5.000 (oriundos da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, campus Dois Vizinhos, localizada a uma latitude S de
25° 42’ 52” e longitude W de 53° 03’ 94”, com altitude de 519 metros acima do nivel
do mar). A técnica de OPG foi desenvolvida conforme metodologia de Gordon;
Whitlock (1939).

A recuperacao dos ovos das fezes foi realizada conforme protocolo n. 3/2009 do
Laboratério de Sanidade Animal, da Embrapa Pecuaria Sudoeste (Anexo 2), com
algumas adaptacdes. Cerca de 60 gramas de fezes foram homogeneizadas com agua
aquecida (40°C), e filtradas sequencialmente em peneiras com aberturas de 105 pm,
55 um e 25 um. Os ovos retidos na ultima peneira (25 um) foram recuperados,
alocados em tubos tipo Falcon e centrifugados por 5 minutos a uma rotacao de 3.000
rpm (centrifuga microprocessada para tubos — QUIMIS, Q222TM). O sobrenadante
resultante da centrifugacéo foi desprezado e o conteddo do tubo completado com
solucdo salina saturada, para uma nova centrifugacao nas mesmas condicdes. Apos

a centrifugacao, o sobrenadante foi despejado na peneira de 25 um e lavado com
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agua para a coleta dos ovos. Todo o procedimento foi realizado a uma temperatura
ambiente minima de 22°C, a fim de n&o prejudicar a eclodibilidade dos ovos.

A concentracdo de ovos utilizada foi ajustada em 100 ovos/30 pl. Esta, foi
verificada por trés vezes antes da incubacao. As solugdes foram incubadas em placas
de 24 pocos a um volume total final de 1000 pl completado por agua. As
concentracfes avaliadas do extrato de prépolis verde foram: 2,49; 4,98; 9,99; 19,98;
49,98; 99,99 mg mLt. Como controle negativo foram utilizados agua, dgua + DMSO
e DMSO, e como controle positivo albendazol (LABOVET®). Ambas as concentracdes
foram validadas em testes pilotos ou ainda baseadas em referenciais teéricos ja
existentes.

ApoOs a inclusédo, as placas foram incubadas em B.O.D. a 25°C por 48 horas e
umidade relativa (UR) 70%. Ap6s o periodo de incubacao, adicionou-se uma gota de
lugol em cada poco da placa, a fim de paralisar a eclosdo dos ovos e facilitar a
contagem. Todos os ovos e larvas (L1) foram contabilizados com auxilio de
microscoépio invertido. Foram utilizadas quatro repeticdes por concentracdo avaliada
(a fim de dar maior credibilidade aos resultados). O percentual médio de eclodibilidade

foi calculado conforme Sprenger (2016), a partir da seguinte equag¢do matematica:

L1
(ovos+L1)

() Percentual de eclodibilidade (%) = x 100, em que:

L1: nimero de larvas contabilizadas em cada poco apés periodo de incubacéao;
ovos: numero de ovos contabilizados em cada poco apos periodo de

incubacao.

Figura 3 - Procedimentos para realizacdo do teste de eclodibilidade de ovos (TEO). A: Amostra do pool
de fezes sendo filtradas em peneiras de diferentes aberturas (um). B: Recuperagéo dos ovos
de helmintos retidos na peneira de menor abertura (25 um). C: Ovos de helmintos sendo
contabilizados para posterior inclusdo nas placas. D: Ovos e larvas (L1) observadas posterior
periodo de incuba¢&@o do material. Fonte: Arquivo pessoal (2018).
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3.2.4.2 Atividade larvicida

A atividade larvicida foi avaliada pelo teste de inibicdo da migragao larval (TIML)
descrito por D'Assonville et al. (1996) adaptado por Molento; Prichard (2001).

Larvas (L3) foram obtidas de coproculturas frescas de fezes de dez ovinos (%2
Dorper % Santa Inés), infectados naturalmente por helmintos gastrointestinais, com
um namero médio de OPG de 10.000 (GORDON; WHITLOCK, 1939) (oriundos da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus Dois Vizinhos, localizada a
uma latitude S de 25° 42’ 52” e longitude W de 53° 03’ 94", com altitude de 519 metros
acima do nivel do mar). As coproculturas foram realizadas utilizando-se um pool de
fezes de aproximadamente 60 gramas, conforme metodologia de Roberts; O’Sullivan
(1950).

A prevaléncia de géneros de helmintos gastrointestinais nas amostras utilizadas
foi de: 60% Haemonchus contortus, 26% Trichostrongylus sp, 14% Strongyloides
papillosus identificadas conforme metodologia de Dickmans; Andrews (1933) e Keith
(1953). A motilidade larval média foi de aproximadamente 98%.

Foram utilizadas 200 larvas/poco, concentradas em um volume de 100 pl. As
aliquotas foram mensuradas trés vezes antes da determinac&o do volume final, a fim
de garantir a padronizacao da quantidade de individuos. Antes de iniciar a incubacéo
nas placas, as larvas foram submetidas a um processo de perda de bainha, utilizando-
se hipoclorito de sodio (NaClO) a 12%, por cerca de 20 minutos. Apés a eliminacéo
da bainha, o material foi lavado com agua destilada por quatro vezes, a fim de garantir
a retirada de todo o NaClO que em contato com as larvas por tempo prolongado &
toxico as mesmas.

As solucdes foram incubadas em placas de 24 pocos a um volume total final de
1.000 pl completado por agua destilada. As concentracdes avaliadas do extrato de
propolis verde foram: 0,099; 0,480; 1,980; 19,990; 49,990; 99,990 mg mL*. Como
controle negativo foram utilizados agua, agua + DMSO e DMSO, e como controle
positivo albendazol (LABOVET®). Ambas concentracdes foram validadas em testes
pilotos ou ainda baseadas em referenciais teoéricos ja existentes.

As placas foram incubadas em B.O.D. a 27°C por 16 horas (over night) e
umidade relativa (UR) 70%. Passado este periodo, o material foi alocado em novas

placas contendo aparatos em malha de nylon (abertura de 25 um) (Figura 4).
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Figura 4 - Aparatos utilizados para o TIML, confeccionados a partir de seringas descartaveis com
volume de 5 e 3 mL, anéis de borracha para castracao (ovinos, caprinos e bezerros) e malha
de nylon com abertura de 25 pum. Fonte: Arquivo pessoal (2018).

Cerca de 1.000 ul de 4gua destilada foram adicionados em cada po¢o, a fim de
facilitar a atividade de migragcéo das larvas. As placas foram vedadas com fita crepe e
alocadas novamente em B.O.D., nas mesmas condi¢des, por um periodo de 24 horas.
A fim de estimular a migracao das larvas, ambas foram expostas a uma fonte de luz
incandescente (60 W).

ApGs o periodo total de incubacéo, os aparatos foram retirados das placas, e
uma gota de lugol adicionada em cada poc¢o, com o objetivo de imobilizar as larvas.
Com auxilio de microscopio invertido, contabilizaram-se as larvas (L3) que migraram
pelos aparatos. Foram utilizadas quatro repeticdes por concentracdo avaliada, a fim
de dar maior credibilidade aos resultados. O percentual de inibicdo da migracéo foi

calculado a partir da seguinte equacao:

100

b) Percentual de inibicao da migracio (%) = (En-trat)
(b) ¢ grag o

em que, Cn indica a quantidade de individuos encontrados no grupo controle e trat,

corresponde a quantidade de individuos do grupo tratado (BORGES, 2013).

Figura 5 - A: Larvas (L3) incubadas com o extrato de propolis verde em diferentes concentracdes. B:
Placas incubadas em B.O.D. expostas a uma fonte de luz. C: Larvas (L3) observadas apés a
migragdo — controle. D: Larvas (L3) observadas apds a migracédo — extrato de propolis verde.
Fonte: Arquivo pessoal (2018).
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3.2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e os valores que
apresentaram diferenca significativa, comparados pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK) (p=<0,05), utilizando o programa estatistico SAS (versdo 9.3, SAS Institute
Inc., Cary, NC). Os valores das DLso foram obtidos a partir da analise de regresséo

nao-linear por meio do programa GraphPrism 5.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacao quimica da propolis verde

A propolis utilizada no presente estudo € do tipo verde, produzida a partir de uma
flora especifica, o que |he garante caracteristicas diferenciadas das demais propolis
produzidas (vermelha, marrom ou escura), tal condicdo pode proporcionar maior
atividade antioxidante ao produto, comprovado pelo teor elevado de FRAP
evidenciado na analise. A presenca de artepilin C em prépolis produzidas pela
polinizacéo de Baccharis dracunculifolia lhe confere diferentes atividades, dentre elas,
antioxidante (HAYASHI et al., 1999; KIMOTO et al., 2001; NAKANISHI et al., 2003;
SHIMIZU et al., 2004; COELHO et al., 2017) e imunomoduladora (KIMOTO et al.,
1998).

Monroy et al. (2018) trabalhando com prépolis verde oriunda do estado de Minas
Gerais encontrou como componentes majoritarios os fenolicos catequina e quercetina,
acido ascorbico e acido galico, além do artepilin C. A maior parte das amostras de
prépolis brasileiras de coloracdo verde apresentam como constituintes principais 0s
fenilpropandides prenilados, a exemplo do artepillin C (BANKOVA, 2005; SALATINO
et al., 2011), e acidos clorogénicos (éster resultante da reacao de esterificacdo entre
0 a&cido trans-cinmico, p-cumarico, ferdlico ou cafeico e &cido quinico)
(FERNANDES-SILVA et al, 2013).

Coelho et al. (2017) investigando amostras de propolis verde e marrom oriundas
dos estados de Santa Catarina, Parani, Rio Grande do Sul e Minas Gerais
identificaram diferentes compostos quimicos, dentre eles: canferol, artepillin C, &cido
isoferudlico, acido ferdlico, acido p-cumarico, acido cafeico, entre outros. Ambos,
pertencentes aos grupos fendlicos e flavonoides condizem com 0s compostos

guimicos identificados no presente trabalho.
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Fernandes-Silva et al. (2013) analisaram amostras de propolis dos estados de
Minas Gerais e Parana e constataram que ambas apresentaram derivados de &cido
cindmico, a exemplo do &cido p-cumarico, canferol, drupanina e artepillin C. Dentre
estes, a amostra utilizada no presente trabalho apresentou os compostos &cido
cumarico e canferol, indicando que a origem botéanica interfere diretamente na
composicao do produto final, proporcionando composi¢cdes semelhantes a amostras
de prépolis a serem coletadas em regifes geograficas de condicbes semelhantes.

O poder redutor de ferro (FRAP) apresentado para a amostra avaliada no
presente trabalho foi bastante elevado, indicando que a atividade antioxidante
presente na propolis verde é bastante elevada quando comparada aos valores
determinados por diferentes autores e amostras avaliadas.

Conforme Calegari et al. (2017) os valores elevados séo resultados da alta
influéncia das caracteristicas locais onde o produto € coletado, isso porque as abelhas
tendem a coletar material em areas muito proximas de onde a col6nia esta inserida.

Valores encontrados para fenolicos, flavonoides e demais indicadores de
atividade antioxidante, além do FRAP, divergem dos valores encontrados na literatura,

sendo possivel efeito das diferentes condi¢cdes de producao e colheita do material.

3.3.2 AvaliagGes anti-helminticas sobre ovos e larvas

Os ovos de helmintos gastrointestinais sdo muito susceptiveis a variacées de
temperatura e demais fatores, assim, diferentes fontes de agua utilizadas e a presenca
de detritos na amostra pode inviabilizar a realizacdo do teste (COLES et al., 2006;
FORTES; MOLENTO, 2013).

A fim de validar o teste, controles negativos foram utilizados (dgua, DMSO e
agua + DMSO) apresentando percentuais de eclodibilidade entre 80 e 90% ou mais.
Isto prova que a eclodibilidade n&o foi impossibilitada e os dados encontrados para 0s
produtos testados podem ser confirmados.

A atividade anti-helmintica do extrato de propolis foi avaliado por meio da
realizacdo de testes in vitro que servem de suporte para avaliagdes anti-helminticas

in vivo. Os resultados dos testes TEO e TIML encontram-se nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Eclodibilidade de ovos (TEO) de nematédeos gastrintestinais sob efeito do extrato de
propolis verde e valores de DLso de ambos os produtos avaliados.

Concentragdo (mg mL™) TEO (%)

2,49 85,50 + 5,36 a
4,99 77,00 £ 3,39 ab

9,99 92,00 + 8,00 a

19,99 65,75 +£6,38 b

49,99 4,00+0,70 c

99,99 0,00+ 0,00 c

DLso albendazol 2,450 mg mL*?

DLso extrato de propolis 26,81 mg mL-1

Valores seguidos pelo erro padrdo da média (EPM). DLso: concentragédo letal para aproximadamente
50% da populacgéo total avaliada. Médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha diferem pelo
teste SNK ao nivel de 5%.

As concentracfes do extrato de propolis com maior atuacéo sobre os ovos de
nematoides gastrointestinais foram 49,99 e 99,99 mg mL™! (Tabela 3), diferindo das
demais concentracdes avaliadas e apresentando um percentual de eclodibilidade
muito baixo, o que indica que os ovos foram impedidos de realizar tal atividade (Figura

6).
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Figura 6 - Médias de eclodibilidade (TEO) para ovos sob efeito do extrato de prépolis em diferentes
concentracdes e controles negativos (H20, H20+DMSO, DMSO). Nota: Barras de erro indicam
0 desvio padrdo da média (DP) ndo sendo vistas quando as diferencas entre os valores
observados para todas as concentragfes testadas é 0 (zero) ou muito préximo deste.

Concentracdes menores (2,49, 4,99 e 9,99 mg mL) apresentam um percentual
de eclodibilidade muito semelhante aos controles negativos utilizados, com valores
acima de 77,00%, indicando assim que 0s mesmos nao possuem viabilidade de

utilizacéo, por ndo serem capazes de impedir a eclosao dos ovos.
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Oliveira (2013) avaliou o potencial de diferentes plantas medicinais sobre ovos
de H. contortus. As plantas utilizadas Anacardium humile (cajuzinho-do-cerrado),
Syzygium cumini (jameldo), Genipa americana (jenipapo) e Salanum lycocarpum
(lobeira) apresentaram composicdo quimica rica em taninos e fendis — classe
relativamente simples de fendlicos. Todas demonstraram potencial de utilizagdo no
controle e inibicdo da eclodibilidade dos ovos dos helmintos gastrointestinais. Inibicéo
da eclodibilidade de 96,17% foi encontrado para o extrato aquoso de S. cumini (100
mg mL1), enquanto que o extrato de A. humile apresentou percentual de 98,23% (50
mg mL?). Além dos percentuais de eclodibilidade elevados, os valores das DLsg
encontradas para ambos os extratos foram relativamente baixos (4,14 mg mL™ para
A. humile, 2,821 mg mL* para G. americana, 12,35 mg mL* para S. cumini e 4,66 x
10®mg mLtpara S. lycocarpum), confirmando a alta toxicidade dos extratos utilizados
frente os ovos de helmintos.

Oliveira (2014) avaliou o efeito de extrato de Momordica charantia (meldo-de-
Séo-Caetano) sobre helmintos gastrointestinais de ovinos e encontrou uma
composicdo quimica a base de compostos flavonoides, terpenos, saponinas,
alcaloides e taninos — principalmente acido galico, ndo verificando a presenca de
acidos fendlicos na amostra avaliada. Percentuais de inibicdo da eclodibilidade de
21% e 37% foram evidenciados nas concentracdes de 50 mg mL* e 100 mg mL%, e
a DLso foi de 25,86 mg mL?, sendo esta, muito similar a encontrada no presente
trabalho, indicando que produtos de composicdo quimica variada apresentam
potencial de atividade bioldgica, no entanto, devem ser estudados de forma isolada
verificando as melhores aplicacoes.

Neuwirt et al. (2015) apresentam o extrato de Musa spp. (bananeira) como
eficiente no controle de helmintos gastrointestinais em ruminantes, uma vez que o
mesmo foi capaz de inibir a eclodibilidade de ovos de parasitas gastrointestinais de
ovinos em 98,55% (160 mg mL). Segundo os autores, tal caracteristica é atribuida a
presenca de taninos na composicdo quimica do produto em questéo.

Alguns fitoterapicos de uso frequente na medicina humana também séo
avaliados no controle de helmintos gastrointestinais de ruminantes, um exemplo é a
Artemisia annua. Sprenger et al. (2015b) avaliaram o potencial do extrato de A. annua
sobre ovos de Bunostomum sp., Cooperia sp. e Trichostrongylus sp. e observaram
inibicdo da eclodibilidade de ovos de 94,08% (50 mg mL?) e uma DLso de 3,32 mg

mL1. Conforme resultados da marcha fitoquimica, a composicédo quimica do extrato
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foi de compostos alcaloides, catequinas, esteroides, fendis, taninos e triterpenos.

Féboli (2015) avaliou o potencial de Opuntia ficus-indica (palma forrageira)
sobre ovos de helmintos gastrointestinais de ovinos apresentando um percentual de
inibicdo da eclodibilidade de 93% (100 mg mL™?) e 9,9 mg mL™* para a DLso. Conforme
analises de compostos quimicos, eram prevalentes no extrato compostos alcaloides,
flavonoides, saponinas e taninos. Segundo a autora, o efeito positivo no controle dos
ovos de helmintos € explicado pela elevada concentracdo de tanino no fitoterapico
utilizado, uma vez que esta classe de compostos polifendlicos possui potencial anti-
helmintico comprovado (VILLALBA et al., 2010; KATIKI et al., 2013; WILLIAMS et al.,
2014).

Dentre os produtos fitoterapicos a serem utilizados no controle de helmintos
gastrointestinais de pequenos ruminantes, a propolis € uma alternativa promissora.
De composigédo quimica bastante abrangente e contendo compostos bioativos, sua
utilizacéo torna-se eficaz. No entanto, devido a inconstancia da composi¢cdo do
produto e sua sazonalidade, a utilizacdo em pesquisas cientificas que avaliem tal
objetivo é escassa.

O conhecimento da DLsg de determinado produto sugere seu grau de toxicidade.
Assim, quanto menor o valor da DLsp, maior a sua toxicidade sobre estruturas
teciduais de organismos vivos (RUPPENTHAL, 2013). A toxicidade é determinada
pela frequéncia e duracéo de exposicdo a mesma e pela via de administracédo (LEITE;
AMORIM, 2003).

O valor calculado para a DLso do controle positivo (albendazol) foi de 2,450 mg
mL! (Tabela 3), valores distintos sdo descritos na literatura para o mesmo anti-
helmintico quimico. Sprenger (2015a) encontrou um percentual de inibicdo da
eclodibilidade de ovos de aproximadamente 97,00% utilizando uma DLso de 0,63 mg
mL-! para albendazol, sobre larvas de helmintos gastrointestinais de caprinos.

Sobre os produtos e concentragdes utilizadas para controle positivo, diferentes
autores relatam valores e condi¢fes distintas. Neuwirt et al. (2015) utilizando como
controle positivo sulféxido de albendazol na concentracdo de 0,05 mg mL* obteve
100% de inibicdo da eclodibilidade de ovos de helmintos gastrointestinais de ovinos
no TEO, concentracdo esta inferior comparada a DLsg encontrada no presente
trabalho. Valores semelhantes (0,04 mg mL-!) sdo apresentados por Oliveira (2014)
trabalhando com culturas puras de larvas de Haemonchus contortus de ovinos.

Anteriormente, Botura (2011) avaliou o potencial de albendazol sobre ovos de
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helmintos gastrointestinais de caprinos e obteve eficacia de 100% no TEO com uma
concentracéo do produto de 0,025 mg mL™2.

Isto porque, a apresentacdo do principio quimico utilizado é distinta em ambas
as situacfes. O albendazol necessita ser transformado em sulféxido de albendazol
para ser absorvido e ter sua efetividade no animal, apresentando efetiva absorcéo
aproximadamente dez horas ap0s o fornecimento, se fornecido na forma de metabdlito
ativo tem sua atividade efetiva na metade do tempo (CARVALHO et al.,, 1999,
CAVALCANTE et al., 2009, LOPES et al., 2017).

Fatores como diferentes populacdes de larvas e ovos utilizados, histéricos de
resisténcia por anti-helminticos quimicos entre outros apresentam total influéncia
sobre a concentracao efetiva do produto testado e sua eficiéncia ou nao.

A curva dose-resposta obtida para o TEO (Figura 7) indica um processo de
inibicdo, dessa forma, quanto maior a concentracdo do produto testado, menor a
ocorréncia do processo esperado, neste caso, a eclodibilidade dos ovos (MINHO;
GASPAR; DOMINGUES, 2016). O valor encontrado em log(x) para a DLso do extrato
de prépolis verde para o TEO foi de 1,428 mg mL™.
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Figura 7 - Curva dose-resposta obtida através do teste de eclodibilidade de ovos (TEO) para diferentes
doses de extrato de propolis verde em log (x). Nota: Barras de erro indicam o erro padrdo da
média (EPM) ndo sendo vistas quando as diferencas entre os valores observados para todas
as concentracdes testadas é 0 (zero) ou muito préximo deste.

Sobre os valores encontrados para o TIML, concentragbes mais elevadas do

extrato de propolis verde apresentaram percentuais de inibicdo de migragdo maiores
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(99,99, 49,99 e 19,99 mg mL?) (Tabela 4), sendo a concentragcdo mais alta
responsavel pela inibicdo de mais de 97% da migracédo. O valor da DLsp do mesmo
produto para o TIML é de 7,309 mg mL™! e para o controle positivo, albendazol, 1,286
mg mL?! (Tabela 4). Sobre os controles negativos utilizados (H20, H-O+DMSO,
DMSO) pelo menos 90% do total de larvas incubadas apresentaram comportamento
de migragéo, a fim de validar o teste e comprovar a neutralidade destes sobre as

mesmas.

Tabela 4 - Inibicdo de migracao de larvas (TIML) de nematddeos gastrintestinais sob efeito do extrato
de propolis verde e valores de DLso de ambos os produtos avaliados.

Concentragdo (mg mL™) TIML (%)

0,099 8,48 +4,25d

0,480 23,04 £6,62c¢C

1,980 30,87 +4,80c

19,99 69,85+ 3,02 b

49,99 69,85+ 1,88b

99,99 97,68 £+ 0,58 a

DLso albendazol 1,286 mg mL?

DLso extrato de prépolis 7,309 mg mL?

Valores seguidos pelo erro padrdo da média (EPM). DLso: concentragéo letal para aproximadamente
50% da populacao total avaliada. Médias seguidas de letras mindsculas na mesma linha diferem pelo
teste SNK ao nivel de 5%.

O valor da DLso em log(x) do extrato de propolis verde para o TIML é de
0,8639 mg mL?, podendo ser observado na figura 8. A curva dose-resposta
apresentada pelo extrato de propolis verde no TIML é de estimulacdo, assim, quanto
maior a concentracdo do produto testado, maior é a ocorréncia do processo bioldgico
em questdo, nesse caso, a inibicdo da migracdo de larvas (MINHO, GASPAR,
DOMINGUES, 2016).
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Figura 8 - Curva dose-resposta obtida através do teste de inibicdo da migragéo larval (TIML) para
diferentes doses de extrato de propolis verde em log (x). Nota: Barras de erro indicam o erro
padrdo da média (EPM) ndo sendo vistas quando as diferencas entre os valores observados
para todas as concentracdes testadas € 0 (zero) ou muito préximo deste.

Na literatura cientifica citada, apenas um trabalho avaliou o potencial da prépolis
sobre larvas de helmintos gastrointestinais de pequenos ruminantes — Haemonchus
contortus in vitro. Batista (2016) utilizou geopropolis produzida no estado do
Maranh&o, sobre ovos e larvas de H. contortus nos testes de eclodibilidade larval
(TEO) e inibicAo da migragéo larval (TIML). A DLso encontrada para o extrato de
geoprépolis no TEO foi de 2,78 mg mL* e de 0,27 mg mL™! para o TIML.

O teor de fendlicos totais encontrado na mesma amostra de geopropolis foi de
541,96 mg EAG g, cerca de dez vezes superior aquele evidenciado na prépolis
utilizada no presente trabalho, o que garante elevada atividade antioxidante ao
produto. Sobre a composi¢cdo quimica, observou-se que o material apresentou
guantidades consideraveis de polifenois, a exemplo dos acidos fendlicos, taninos,
flavonoides, benzofenonas preniladas, cumarinas e terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, acidos graxos, esteroides e saponinas),
sendo a maior parte composta por trigaloil e acido eladgico, ambos compostos
fendlicos. O trigaloil € um galotanino (classe de taninos hidrolisaveis), formado a partir
da ligacdo do acido galico com um monémero que se esterifica e liga-se ao grupo

hidroxila de um carboidrato poliol, nesse caso, a glicose.
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Sprenger (2013) avaliando o potencial do extrato hidroalc6olico de Artemisia
annua sobre larvas de helmintos gastrointestinais de caprinos determinou inibicéo da
migracdo larval de aproximadamente 85% (50 mg mL!) e 6,72 mg mL™! para a DLso.
Conforme andlise de componentes quimicos, 0 extrato apresentou uma gama rica de
compostos, como fendis, taninos, catequinas, esteroides, triterpenos e alcaloides.
Taninos e flavonoides, quando determinados em quantidades representativas em
determinada planta, garantem a mesma elevadas propriedades anti-helminticas
(KERBOEUF et al., 2008).

Produtos com potencial conhecido na alimentagéo animal, a exemplo da palma
forrageira (O. indica) podem ser utilizados no controle de helmintos gastrointestinais.
Féboli (2015) encontrou um percentual de inibicdo da migracéo de 83,8% (12,5 mg
mL1) utilizando extrato de O. indica sobre larvas de helmintos gastrointestinais de
ovinos. A composi¢ao quimica do mesmo apresentava como compostos majoritarios
alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos. Conforme a autora, a atividade anti-
helmintica da palma forrageira pode nao estar relacionada somente a presenca de
taninos, mas sim ao somatorio dos efeitos de demais compostos como saponinas,
flavonoides, taninos e pigmentos.

Apesar de ser um dos compostos naturais com propriedades mais bem descritas
na literatura, quando em conjunto com demais constituintes fitoquimicos, a exemplo
das saponinas, os taninos podem apresentar rea¢cfes de sinergismo, alterando assim
a permeabilidade das membranas-celulares dos micro-organismos a que sao
submetidos (SCHENKEL et al., 2001; EFFERTH; KOCH, 2011).

Grando et al. (2016) utilizaram 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (arvore-
do-ché, mirto-de-mel) sobre larvas de culturas puras de H. contortus introduzidas em
ovinos e obteve um percentual de inibicdo de migracdo de aproximadamente 88%
(56 mg mL1). O ¢6leo essencial utilizado apresentou quase que na totalidade da sua
composicdo quimica terpenos, compostos estes de atuacdo anti-helmintica ja
comprovada. Nesse caso, a eficiéncia pode ser explicada pelos compostos obtidos a
partir de nanotecnologia além da concentracdo elevada do 6leo essencial quando
comparado a extratos vegetais, sendo assim mais potente mesmo em concentracdes
e dosagens menores.

Soares et al. (2018) avaliaram o potencial de um subproduto de origem vegetal
(bagaco de uva) no controle de helmintos gastrointestinais de ovinos. O mesmo

apresenta composicdo quimica majoritaria de saponinas, taninos e flavonoides, e
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apresentou teores de aproximadamente 4% e 2% de fendlicos e taninos,
respectivamente. No TIML o extrato de bagaco de uva apresentou inibicdo de 100%
até mesmo na menor concentracdo avaliada (0,097 mg mLt). Por meio de
micrografias foi possivel verificar efeitos diretos sobre as larvas de helmintos como
perda do formato cilindrico e danos no tegumento, ocasionados pela atuacdo dos
compostos bioativos presentes no extrato. Estes atuam diretamente com as
membranas celulares, desestabilizando e aumentando a permeabilidade celular,
possibilitando assim a acéo de proteinas intracelulares no parasita (SANTOS et al.,
2018).

A DLsg encontrada para o albendazol no TIML foi de 1,286 mg mL™, doses
distintas do mesmo principio quimico frente a inibicAo da migragcédo de larvas sao
encontradas na literatura. Féboli (2015) traz como sendo necessaria a dose de 0,025
mg mL* de albendazol (FLUKA®) para a inibicdo de 100% da migracgdo de larvas de
helmintos gastrointestinais de ovinos. Diferentes doses podem ser necessarias para
a obtencdo de mesmo objetivo uma vez que a qualidade da molécula utlizada
influencia diretamente na eficacia da formulacdo assim como a variacéo do grau de
pureza da mesma (LOPES et al., 2013).

O grupo quimico dos benzimidazadis, incluindo o albendazol, é caracterizado por
atuar sobre estagios adultos e imaturos de helmintos gastrointestinais, tendo como
mecanismo de atuacdo o impedimento da formacdo de microtubulos do parasito,
modificando a conformac¢do da construcdo desses canais, impedindo assim a
ocorréncia de processos vitais para a funcéo celular, a exemplo de alteracbes na
forma da célula, divisdo mitética e transporte de nutrientes (LANCEY, 1988, MARTIN,
1997, AYRES; ALMEIDA, 2006).

A interrupcao na formacao de microtabulos ocasiona alteragcdes na homeostasia
das células dos helmintos (BRUCE, 1987, KOHLER, 2001), além disso, a captacio
de glicose pelas células intestinais dos parasitas € prejudicada pela inibicdo da enzima
fumarato redutase, sendo necessario entdo a utilizacdo de reservas energéticas para
mantenca, promovendo mortes por inanicao (PRICHARD, 1973).

De forma geral, o grupo quimico dos benzimidazois atua diretamente sobre a
ligacao B-tubulina dos helmintos, impedindo o mesmo de se alimentar e ocasionando
ruptura intestinal, atuando sobre a inibicdo da producdo de ovos (MARTIN;
ROBERTSON; BJORN, 1997).
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Alteragbes no alvo molecular, mudancas no metabolismo inativando ou
removendo determinada droga ou impedindo sua ativagao, alteracdo da distribuicao
da droga no organismo alvo e amplificacéo de genes-alvo para a superagao da droga
sdo algumas das formas que mecanismos de resisténcia podem ser evidenciados
(WOLSTENHOLME et al., 2004).

A resisténcia pode apresentar-se nas formas especifica — associada a acao dos
anti-helminticos ou inespecifica — ocasionando alterag6es no receptor da droga e/ou
na modulacdo da concentracdo do farmaco. Estudos indicam que o mecanismo de
resisténcia pelos benzimidazéis esta relacionado a mutacdo dos aminoacidos
fenilalanina e tirosina localizados em porgdes definidas da B-tubulina, em isolados ja
estudados de Haemonchus contortus (KWA et al., 1994, PRICHARD, 2001).

Devido a afinidade de se ligarem a proteinas, os taninos apresentam efeito direto
sobre a cuticula dos parasitos, principalmente nas regides bucal e da vulva de fémeas,
provocando alteracdes na sua conformacéo, degeneracdes a nivel muscular e em
células intestinais (BRUNET et al., 2011). Devido a essas desestabilizacfes,
alteracdes metabdlicas oriundas de quebras estruturais da cuticula podem resultar em
reducdo na motilidade do parasita. As deformacdes ocasionadas na extremidade
anterior sugerem incapacidade e/ou diminuicdo da nutricdo e prejuizos na liberacéo
de ovos pelas fémeas (HOSTE et al., 2012).

Além do efeito direto sobre os parasitas, em ruminantes os taninos possuem
capacidade de atuar a nivel nutricional, de forma indireta aos helmintos. Estes, ligam-
se a proteinas, principalmente aquelas ricas em prolina (BAXTER et al., 1997) e
propiciam a diminuicdo da degradac&o proteica por bactérias da microbiota ruminal.
Devido ao pH ser mais baixo no compartimento abomasal que a nivel ruminal, o
complexo tanino-proteina é desfeito e as proteinas continuam sendo degradadas e
absorvidas no trato gastrointestinal, sugerindo assim um melhor aproveitamento das
mesmas. Essa “absorgéao tardia” eleva a capacidade de resposta imunoldgica frente a
agentes como os helmintos (HOSTE; TORRES-ACOSTA, 2011).

No entanto, quando fornecidos na alimentacdo animal, apds serem convertidos
em metabdlitos de baixo peso molecular pelo metabolismo microbiano (bactérias
ruminais) e pela digestdo, formam complexos que quando fornecidos em elevadas
guantidades, tornam-se toxicos para os animais (MIN; HART, 2003). Teores entre

3 - 4% de inclusdo de taninos na matéria seca (MS) na dieta ndo produzem efeito
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toxico, mas sim, efeitos positivos a exemplo da protecao da proteina pela excessiva
degradacgéao ruminal (ANIMUT et al., 2008).

As propriedades farmacoldgicas da propolis sdo atribuidas principalmente a
presenca de flavonoides (RUSSO et al., 2002), os quais apresentam efeitos sinérgicos
guando em misturas complexas quimicamente, a exemplo da propolis (AMOROS et
al., 1992).

Alguns compostos flavonoides, como os acidos gélico, elagico e cafeico também
podem apresentar funcdes anti-helminticas (MONDAL et al., 2015). Flavonoides como
a rutina, nicotiflorina e narcissina apresentam potencial na reducédo da migracao de
larvas (BARRAU et al., 2005) e alteram a motilidade das mesmas (AYERS et al.,
2008).

Estudos sugerem que flavonoides quercetina, luteolina e taninos condensados
apresentam efeito sinérgico na inibicdo do desembainhamento de larvas de H.
contortus (KLONGSIRIWET et al., 2015). Assim, a acao simultanea de ambos os

compostos proporciona efeito maior que quando utilizados separadamente.

3.4 CONCLUSOES

A propolis verde utilizada apresentou composicao quimica rica em flavonoides e
fendlicos e atividade antioxidante elevada. O extrato alcéolico de propolis verde
apresentou acdo anti-helmintica, inibindo o desenvolvimento de ovos e larvas,
podendo tal efeito ser atribuido aos taninos e flavonoides presentes. No entanto, os
valores de DLso para ambos os testes sdo considerados elevados, uma vez que

guanto menor este, maior € o grau de toxicidade do produto avaliado.
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4 PROPOLIS VERDE NO CONTROLE DE HELMINTOS GASTROINTESTINAIS DE
CAPRINOS

RESUMO

A resisténcia parasitaria € recorrente na maior parte dos anti-helminticos quimicos
disponiveis atualmente no mercado, tornando a busca por substancias ativas e livres
de residuos cada vez maior. Trinta e trés cabras da raca Boer foram divididas
aleatoriamente em grupos experimentais (n=11 animais/grupo) a fim de avaliar os
efeitos da administracdo oral do extrato de propolis verde sobre a verminose
gastrointestinal e os parametros sanguineos, em comparacao com o anti-helmintico
guimico monepantel. Os animais tratados com prépolis (0,3 g/kg PV) receberam em
meédia 1.156,35 mg de fenolicos cada, sendo a dose fornecida no dia sete do periodo
experimental. O monepantel foi administrado ao respectivo grupo no mesmo dia, junto
ao fornecimento de glicerina bidestilada liquida. O anti-helmintico quimico apresentou
eficiéncia maior que o extrato de propolis verde para Famacha e OPG, uma vez que
o fitoterapico teve efeito positivo no controle dos parasitas até o dia 30 do periodo
avaliado. A espécie de helminto em maior propor¢cdo em ambos os grupos foi H.
contortus. O percentual de reducdo da contaminacdo no TRCOF para monepantel foi
de 99%. O extrato de propolis verde ndo apresentou efeito tOxico para os animais, 0s
resultados encontrados para leucograma, hemograma e demais analises bioquimicas
sugerem atuacao direta do mesmo sobre o sistema imune dos animais. Assim,
conclui-se que a prépolis verde apresenta viabilidade de utilizacdo no controle de
helmintos gastrointestinais de pequenos ruminantes, visto que contribui na melhoria
da saude do animal como um todo, especificamente no combate a processos
infecciosos e inflamatorios.

Palavras chave: Acidos fendlicos. Haemonchus contortus. Verminose
gastrointestinal.



52

ABSTRACT

Parasite resistance is recurrent in most of chemical anthelmintics currently available
on the market, making the search for active and residue-free substances increasingly
large. Thirty-three Boer goats were randomly divided into experimental groups (n = 11
animals/group) to evaluate the effects of oral administration of green propolis extract
on gastrointestinal verminosis and blood parameters compared to antihelminthic
chemist monepantel. The animals treated with propolis (0.3 g/kg LW) received on
average 1,156.35 mg of phenolics each, being the dose delivered on the seventh day
of the experimental period. Monepantel was administered to the respective group on
the same day, along with the supply of liquid double-distilled glycerin. The chemical
anthelmintic showed higher efficiency than the green propolis extract for Famacha and
EPG, since the phytotherapic had a positive effect on parasite control until the 30th of
the evaluated period. The species of helminth in the highest proportion in both groups
was H. contortus. The percentage reduction in FECRT contamination for monepantel
was 99%. Green propolis extract didn’t present toxic effect to animals, the results found
for leukogram, hemogram and other biochemical analyzes suggest its direct action on
the immune system of animals. Thus, it is concluded that green propolis presents
viability of use in the control of gastrointestinal helminths of small ruminants, since it
contributes to the animal health improvement, specifically in the fight against infectious
and inflammatory processes.

Keywords: Phenolic acids. Haemonchus contortus. Gastrointestinal verminosis.
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4.1 INTRODUCAO

O uso frequente de anti-helminticos quimicos € a forma mais usual de controle
de nematoides gastrointestinais em pequenos ruminantes, no entanto, mecanismos
de selecado por parte dos helmintos, tornando-os resistentes aos produtos quimicos
utilizados em massa, vem inviabilizando sua utilizagdo (PAPADOPOULOS, 2008;
CEZAR et al., 2010).

Novos produtos vém sendo lan¢cados no mercado agroveterinario, dentre os mais
recentes, anti-helmintico de amplo espectro, 0 monepantel é utilizado em inUmeras
regides do Brasil e do mundo. Pertencente a classe de derivados de amino-acetonitrito
(ADDs) o produto apresenta elevada eficacia em grande parte das propriedades
utilizadas, no entanto, problemas como elevado custo, ocorréncia de residuos em
alimentos e grande risco de poluicdo ambiental inviabilizam sua utilizacdo (MELO et
al., 2003; STARLING, 2015).

Tendo em vista a gama de produtos quimicos com atuacéo diminuida sobre os
helmintos gastrointestinais, a busca por produtos naturais, que ndo ocasionem
mecanismos de resisténcia, sejam seguros e ndo contaminem o meio ambiente € cada
vez maior. Dentre estes, a propolis surge como alternativa para os produtos de origem
natural. Produzida pelas abelhas, € um material complexo, de carater resinoso e
balsamico, que quando misturado a secrecdes salivares é utilizado para proteger a
col6nia contra a proliferacéo de microrganismos indesejaveis (BEZERRA et al., 2015).

De atuacdo comprovada na medicina humana, a propolis possui propriedades
antibacteriana, antiviral, antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria, anti-helmintica,
dentre outras (VIUDA-MARTOS et al., 2008; HEINZEN et al., 2012; WAGH, 2013). Na
producdo animal vem apresentando efeitos positivos sobre a nutricdo animal e
qualidade da carne produzida (OZTURK et al., 2010; ZAWADZKI et al., 2011; ITAVO
et al., 2011).

Estima-se que a propolis possua mais de 200 compostos quimicos (COELHO et
al., 2010), os quais variam conforme a flora utilizada para sua producédo e
caracteristicas geograficas do local de producédo/coleta. Dentre estes, 0s principais
grupos sao os flavonoides e &cidos fendlicos (TORETI et al., 2013). Estudos
comprovam que ambos apresentam atividade anti-helmintica, principalmente por
compostos derivados como os taninos, classe de polifendis de atuagéo direta e

indireta sobre os helmintos.
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Acometidos por espécies de helmintos equivalentes, ovinos e caprinos
apresentam inumeras particularidades, a exemplo de diferencas fisiologicas e
imunolégicas a serem avaliadas durante um processo de infeccdo por nematoides
gastrointestinais (LOPES; COSTA JUNIOR, 2015). Caprinos possuem capacidade em
metabolizar compostos de forma mais rapida que 0s ovinos, necessitando assim um
intervalo menor de exposi¢cao do parasita-alvo ao composto avaliado (SANGSTER et
al., 1991; HENNESSY et al., 1993; LESPINE et al., 2012). Além disso, 0 sistema imune
destes animais é menos eficiente em combater qualquer infec¢do, tornando os
animais mais susceptiveis aos parasitos (HUNTLEY et al., 1995; LIGHTBODY et al.,
2001; HOSTE et al., 2010).

A fim de obter resultados positivos no controle de helmintos gastrointestinais,
recomenda-se a utilizacdo de estratégias alternativas em conjunto com o controle
usual adotado. Ao realizar métodos que propiciem um controle integrado, a taxa de
selecdo para resisténcia pode ser diminuida (BRICARELLO, 2015). Técnicas simples
como o método Famacha, exame de ovos por grama de fezes (OPG), coproculturas,
testes de reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) e avaliacbes
hematoldgicas dos animais permitem conhecer a real contaminacdo e auxiliar no
controle do parasitismo.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da propolis verde
liofilizada sobre a verminose gastrointestinal de caprinos em comparacao com o anti-

helmintico quimico monepantel.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Animais

Todos os procedimentos adotados no experimento foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Tecnolégica Federal do Parand, registrado com numero de protocolo 2017-024
(Anexo 1).

A fim de realizar avaliacdes in vivo sobre a utilizacdo da prépolis verde, foram
utilizados caprinos, fémeas da raga Boer, com idade média de 741 dias * 13,86 dias.
Os animais fazem parte do rebanho experimental do Instituto Agronémico do Parana
— IAPAR, polo regional de Pato Branco-PR, localizado a uma latitude S de 26° 07' e
longitude W de 52° 39’, com altitude média de 700m. O clima da regido € do tipo Cfa,
subtropical umido, segundo a classificacdo de Képpen (MORENO, 1961).

O regime pluviométrico, umidade relativa do ar, radiacdo solar, e média das
temperaturas (minima, média e maxima) durante o periodo experimental (meses de
julho, agosto e setembro de 2018) foram fornecidos pelo Sistema Meteorologico do
Parana (SIMEPAR), a partir de coleta de dados de estacao meteoroldgica localizada

no municipio de Pato Branco-PR (Figura 9).
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Figura 9 - Dados meteoroldgicos determinados durante o periodo experimental in vivo de julho a
setembro de 2018. Fonte: SIMEPAR, 2018.

Ao total, foram utilizados 33 animais divididos em trés grupos experimentais,

sendo eles: T1 — recebendo apenas glicerina bidestilada liquida na dose de 12
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mL/animal. O grupo T2 — propolis, que recebeu propolis liofilizada na proporcéo de
0,3 gramas/kg peso vivo (PV) animal, em solugcdo com 12 mL de glicerina bidestilada
liqguida e o grupo T3 - anti-helmintico quimico (monepantel) (NOVARTIS®, 2,5%),
fornecido conforme dosagem recomendada na bula — 0,1 mL/kg PV animal, fornecidos
no dia 01 do periodo experimental, em dose Unica. A contencdo dos animais foi
manual para fornecimento via oral dos produtos. O periodo experimental teve duracao
de 60 dias.

Os animais foram divididos nos respectivos grupos de acordo com seu valor de
OPG, peso (kg) e idade (dias), de forma homogénea. Animais com valores de
Famacha superior a quatro ndo foram incluidos, a fim de evitar a perda de qualquer
animal durante o periodo experimental. Condicdes como peso corporal (kg) e escore
de condicdo corporal (ECC) foram avaliados no inicio e no final do periodo
experimental. A analise de ECC foi realizada conforme Russel et al. (1966) por meio
de palpacgéo lombar, estabelecendo notas com intervalos de 0,25, entre 1,00 (magro)
e 5,00 (obeso).

Durante todo o periodo experimental os animais tiveram acesso a pastagem
(Tifton (Cynodon spp.) e Estrela-africana (Cynodon nlemfuensis)) e receberam
suplementacdo de concentrado composto por farelo de soja, milho moido e
suplemento mineral (1% PV), além de silagem de milho (0,5% PV) e agua. O manejo
foi realizado da seguinte forma: pela manha os animais recebiam a alimentacao (8:00
horas) e tinham acesso a pastagem, no final da tarde (17:00 horas) eram recolhidos
para pernoitarem em aprisco.

Para determinacdo da composi¢cao bromatolégica dos alimentos fornecidos aos
animais, amostras coletadas em ambos dias de coleta foram pré-secas em estufa de
circulacao de ar forcada (55°C) por 72 horas e posteriormente moidas em moinho tipo
“‘Willey” com peneira de crivo de um milimetro e submetidas as analises para
caracterizacdo do produto in natura. Foram realizadas a determinacdo da matéria
seca (MS — método 934.01), cinzas (MM — método 938.08) e proteina bruta (PB —
método 981.10) segundo AOAC (2000). A determinacédo da fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foi realizada segundo Van Soest et al. (1991).
A digestibilidade in situ da matéria seca (MS) foi determinada conforme Mehrez;
Orskov (1979), segundo adaptacbes de Nocek (1988). O teor de matéria organica
(MO) foi calculado de acordo com a equacdo: MO (%): 100 — % MM. A composicao
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bromatolégica da dieta foi expressa como média dos valores de ambas coletas e pode

ser observada na tabela 5.

Tabela 5 - Composicao quimica e digestibilidade in vivo dos ingredientes da dieta fornecida aos animais
durante o periodo experimental.

Variaveis (g kg de MS) Pastagem? Silagem de milho Concentrado?*
Matéria seca 237,80 321,10 859,40
Matéria organica 925,00 950,50 930,60
Matéria mineral 75,00 49,50 69,40
Proteina bruta 151,00 82,90 153,50
Fibra detergente neutro 746,50 448,80 153,30
Fibra detergente acido 269,80 334,10 90,60
Digestibilidade in situ 541,60 539,90 840,70

lpastagem consorciada de Tifton (Cynodon spp.) e Estrela-africana (Cynodon nlemfuensis).
2Concentrado composto por farelo de soja, milho moido e suplemento mineral.

4.2.2 Propolis verde liofilizada

A propolis verde fornecida aos animais possuia as mesmas caracteristicas
daquela utilizada nos testes in vitro. Apos processo de extracdo, a mesma foi liofilizada
(ver topico 2.2.2) e posteriormente fornecida aos animais na quantidade de 0,3
gramas/kg PV animal conforme testes anteriores realizados por Morsy et al. (2016). A
partir da andlise da composi¢cdo quimica da propolis verde fornecida aos animais,
constatou-se que a quantidade média de fenolicos presente em 03 gramas de propolis
verde liofilizada fornecida a cada um dos animais do tratamento T2 foi de 1.156,35
mg.

A fim de facilitar o fornecimento e dissolucdo da propolis, foi utilizada glicerina
bidestilada liquida. Muito utilizada como solvente na industria farmacéutica, a glicerina
pode ser utilizada para diluir qualquer outra substancia no preparo de uma solucao
(ABRANTES, 2015). Conhecida comercialmente como glicerina, o glicerol (1,2,3
propanotriol) tem como caracteristicas ser inodoro, higroscépico, viscoso e de sabor
adocicado (VERUSSA et al., 2016).

4.2.3 Avaliacao da conjuntiva ocular — método Famacha®

Com o objetivo de detectar anemia clinica ocasionada pela presenca de
helmintos da espécie Haemonchus contortus nos animais dos diferentes tratamentos
avaliados, realizou-se a verificagcdo da conjuntiva ocular dos mesmos, por meio da
técnica conhecida por Famacha (BATH; MALAN; VAN WYK, 1996). Cada animal foi

contido de forma individual e a conjuntiva ocular exposta por meio da realizacao de
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pressdo na palpebra superior com um dedo polegar, abaixando a palpebra inferior
com o polegar da outra mao (CHAGAS et al., 2007). Avaliagbes da mucosa ocular
foram realizadas nos dias 01, 07, 14, 30 e 60 do periodo experimental.

A partir da observacao da mucosa, cinco diferentes graus de coloracao podem
ser atribuidos como nota, estes, sugerem ou nao a aplicacdo de anti-helminticos nos

animais quando o método Famacha for adotado como forma de controle (Tabela 6).

Tabela 6 - Relacdo do grau Famacha com a coloracao da conjuntiva ocular e o valor de hematdcrito.

Grau Famacha Coloracéo Hematdcrito (%) Atitude clinica
1 vermelho robusto >27 nao tratar
2 vermelho rosado 23-27 nao tratar
3 Rosa 18-22 Tratar/nao tratar
4 rosa palido 13-17 Tratar
5 Branco <13 Tratar

Fonte: Adaptado de Molento; Severo (2004).

4.2.4 Exames parasitolégicos e coproculturas

Para a analise de ovos por grama de fezes (OPG), amostras fecais foram
coletadas diretamente da ampola retal de cada um dos animais e encaminhadas para
analise e calculo de OPG conforme metodologia de Gordon; Whitlock (1939). Foram
realizadas coletas nos dias 01, 07, 14, 30 e 60 do periodo experimental.

Foram identificados e contabilizados ovos do tipo Strongyloidea, reportando-se
assim a infec¢des por helmintos dos géneros Haemonchus sp., Trichostrongylus sp.,
Ostertagia sp., Bunostomum sp., Cooperia spp., Oesophagostomum sp.. A fim de
garantir a viabilidade dos ovos, todas as analises foram feitas no mesmo dia, apos a
coleta.

Para a andlise de coprocultura, um pool de fezes (aproximadamente 50 gramas)
foi misturado a uma porcéo de vermiculita expandida e cultivada em B.O.D. por um
periodo de sete dias (27°C e 70% UR) conforme Roberts; O’Sullivan (1950). Foram
coletadas amostras e preparadas coproculturas dos dias experimentais: 01, 07, 14,
30 e 60, sendo uma amostra por tratamento avaliado. As larvas foram identificadas e
contabilizadas até 100 individuos ou em sua totalidade caso a amostra apresentasse
populacdo menor que essa (DICKMANS; ANDREWS, 1933; KEITH, 1953).

4.2.5 Teste de reducéo de contagem de ovos nas fezes (TRCOF)
Com o objetivo de verificar a eficacia de ambos os produtos avaliados, realizou-

se o teste de reducgao de contagem de ovos nas fezes (TRCOF). Coletas de material
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fecal foram realizadas no dia da aplicacdo dos tratamentos anti-helmintico quimico e
extrato de propolis verde e outra apds um intervalo de 14 dias. Foram utilizadas as
médias de OPG de cada animal de ambos os grupos avaliados na coleta 14 dias ap6s
aplicagédo, bem como os géneros de helmintos encontrados para cada tratamento e
seus percentuais (CHAGAS; NICIURA; MOLENTO, 2011).

O célculo da eficacia do extrato de propolis verde e monepantel em relacao ao
grupo que recebeu glicerina foi realizado com auxilio do software RESO 2.0
(WURSTHORN; MARTIN, 1990).

4.2.6 Hemograma e perfil bioquimico

Amostras de sangue foram coletadas por puncao da veia jugular em tubos a
vacuo com e sem anticoagulante (EDTA) de cinco animais por tratamento. Os animais
foram contidos de forma individual, e as coletas realizadas na parte da manha a fim
de diminuir possiveis erros de amostragem. Foram realizadas coletas nos dias
experimentais 01, 07, 14, 30 e 60.

O hemograma foi realizado em no maximo quatro horas apds a coleta, com
confeccdo da distensdo sanguinea corada com corante hematolégico rapido do tipo
Romanowsky (Pandético Rapido LB - Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil) para posterior
contagem diferencial de leucocitos e avaliacdo morfoldgica das células em
microscopio Optico (Olympus® CX 21). A contagem do numero de hemacias,
leucacitos, hemoglobina, o RDW-CV (Red Cell Distribuibution Width) foram analisados
no contador automatico de células (Bio - 2900 Vet - Bioeasy Diagnostical).

O hematocrito foi determinado pela técnica do microhematécrito apos a
centrifugacéo do sangue em capilar de microhematocrito por 15 minutos a 12.000 rpm
(Centrifuga hematdcrito - Nova Instrument, Piracicaba, Brasil). Também foram
realizados os calculos dos indices hematimétricos de volume corpuscular médio
(VCM) e determinacéo da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

A determinacdo da proteina plasmatica total (PPT) foi realizada por
refratometria (Hand Held Refractometer, Stanley®, Inglaterra), ap0s a centrifugacéo
do sangue em capilar de microhematécrito. O fibrinogénio foi determinado pelo
método indireto de precipitacdo pelo calor (56°C) e a leitura realizada por
refratometria.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas em analisador bioquimico semi-

automatico (Bio2000®, Bioplus Produtos para Laboratérios Ltda, Barueri-SP, Brasil),
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utilizando kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brasil) e soro controle universal
(Qualitrol 1H®, Labtest), conforme orientacao do fabricante.

As concentracdes séricas de glicose foram determinadas segundo o método
cinético de GOD-Trinder (Glicose Liquiform®, Labtest); de ureia pelo método
enzimatico — UV (Ureia UV Liquiform®, Labtest); de albumina pelo método Verde de
Bromocresol (Albumina®, Labtest) e das proteinas totais pelo método Biureto
(Proteina Total®, Labtest). As concentracdes de globulinas foram calculadas
(globulinas = proteinas totais — albumina).

Foram determinadas as atividades enzimaticas séricas das enzimas aspartato
aminotransferase por metodologia Cinética UV - IFCC (AST/GOT Liquiform®,
Labtest); fosfatase alcalina pelo método de Bowers e Mc Comb modificado (Fosfatase
Alcalina Liquiform®, Labtest) e gama glutamiltransferase pelo método Szasz
modificado (Gama GT Liquiform®, Labtest). Todas as analises foram realizadas
segundo as técnicas de Hendrix (2006).

Os valores de referéncia para diferentes variaveis sanguineas encontram-se nas

tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Valores de referéncia para eritrograma e leucograma de caprinos, segundo diferentes
autores.

Valores de referéncia

Parametros WEISS; WARDROP
PUGH (2004) (2010)
Eritrocitos (x106) 8,0-17,0 8,0-18,0
Hemoglobina (g/dL) 8,0-12,0 8,0-12,0
Hematécrito (%) 22-36 22-38
CHCM (%) 29-35 30-36
VCM (fL) 15-26 16-25
RDW (%) SRL SRL
Leucécitos totais (/uL) 4.000-13.000 4.000-13.000
Neutrofilo (/uL) 1.400-8.000 1.000-7.200
Linfocito (/uL) 2.000-9.000 2.000-9.000
Eosindfilo (/uL) 0-900 50-650
Monécito (/uL) 0-500 0-550
Basofilo (/uL) 0-100 0-120
PPT (g/dL) 6,0-7,5 6,0-7,5
Fibrinogénio (mg/dL) 100-500 100-400

CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média. VCM — volume corpuscular médio. RDW -
amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos. SRL — sem referéncia na literatura.
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Tabela 8 - Valores de referéncia para parametros bioquimicos de caprinos, conforme literatura.

Valores de referéncia

Parametros KANEKO et al. (2008)

AST (U/L) 167-513
GGT (U/L) 20-56

Ureia (mg/dL) 60-120
FA (UIL) 93-387
Proteinas totais (g/dL) 6,4-7,0
Albumina (g/dL) 2,4-3,0
Globulina (g/dL) 2,7-4,1
Glicose (mg/dL) 50-75

PPT — proteina plasmatica total. AST — aspartato aminotransferase. GGT — gamaglutamiltransferase.
FA — fosfatase alcalina.

4.2.7 Andlise estatistica

Para as variaveis ovos por grama de fezes (OPG) e Famacha o delineamento
utilizado foi um teste fatorial 3x4 (trés grupos e quatro periodos de coleta). Enquanto
gue para as variaveis hematoldgicas o delineamento utilizado foi um teste fatorial 3x5
(trés grupos e cinco periodos de coleta).

Os dados foram submetidos a analise ANOVA realizada pelo PROC GLM do
SAS e os valores que apresentaram diferenca significativa, comparados pelo teste de
Tukey (p<0,05). A normalidade dos dados foi verificada pelo PROC Univariate e
guando a distribuicdo nao foi normal, submetidos a transformacéo log10(x+1) (SAS

Institute Inc., Cary, NC, versao 9.3).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais avaliados apresentaram peso (kg) e valores de ECC
semelhantes, conforme tabelas 9 e 10. Dessa forma, pode-se concluir que a dosagem
utilizada de ambos produtos avaliados ndo apresentou efeitos sobre tais

caracteristicas dos animais.
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Tabela 9 - Pesos iniciais e finais (kg) médios seguidos por valores de mediana, minimo e maximo dos
tratamentos avaliados durante todo o periodo experimental.

Tratamentos
Variavel Glicerina Extrato de prépolis Monepantel
verde
Peso inicial médio (kg) (0 dias) 51,30 53,80 50,40
Mediana 51,00 55,00 49,00
Minimo 40,00 36,00 38,00
Maximo 67,00 81,00 63,00
Peso final médio (kg) (60 dias) 63,80 65,60 64,10
Mediana 66,20 67,00 63,30
Minimo 45,30 46,20 48,70
Maximo 81,30 94,30 82,00

Tabela 10 - Escores de condicéo corporal (ECC) médios seguidos por valores de mediana, minimo e
méximo dos tratamentos avaliados durante todo o periodo experimental.

Tratamentos
Variavel Glicerina Extrato de prépolis Monepantel
verde
ECC inicial (0 dias) 3,18 3,50 3,39
Mediana 3,50 3,50 3,50
Minimo 2,50 3,00 2,50
Maximo 3,75 4,00 4,00
ECC final (60 dias) 3,57 3,89 3,84
Mediana 3,75 4,00 4,00
Minimo 1,50 2,25 3,00
Maximo 4,75 4,75 4,50

4.3.1 Avaliacdes de contaminacéo e resisténcia anti-helmintica
De acordo com as médias apresentadas na tabela 11, os animais tratados com
extrato de propolis verde apresentaram valor de Famacha maior em relacdo aqueles

gue receberam monepantel, ndo diferindo do tratamento com glicerina.

Tabela 11 - Média valores de Famacha + erro padrdo da média (EPM) nos diferentes grupos avaliados.

Tratamentos
Variavel Glicerina Extrato de propolis Monepantel
verde
Famacha 2,75+0,06 ab 2,85+0,07 b 2,60+0,06 a

Médias seguidas por letras minlUsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

O método Famacha é classificado como um tratamento seletivo e/ou estratégico,
tendo a necessidade da aplicacdo de anti-helminticos em apenas em alguns animais
do rebanho (VIEIRA et al., 2008). Muito utilizado como forma de acompanhamento do
grau de contaminacdo dos animais, o método Famacha € aplicavel apenas em
populacdes de helmintos hematéfagos, a exemplo do Haemonchus contortus (VAN

WYK et al., 1997). Por esse motivo, recomenda-se sua utilizagdo em conjunto com
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outras técnicas de acompanhamento da infec¢@o anti-helmintica, a exemplo do OPG,
coproculturas e avaliagdes de parametros sanguineos.

Mesmo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos, nenhum dos
grupos avaliados apresentou valores de Famacha fora do intervalo considerado como
sem necessidade de tratamento.

As médias dos valores de OPG para ambos o0s tratamentos avaliados

encontram-se na tabela 12.

Tabela 12 - Média ovos por grama de fezes (OPG) + erro padrdo da média (EPM) nos diferentes grupos
avaliados e dias de coleta.

Tratamentos
Dias de coleta Glicerina Extratovgfdgropolls Monepantel
Dia 07 1.327,27+354,73 Aa 800,00+208,89 Aa 36,36+27,87 Bb
Dia 14 980,00+456,75 Aa 720,00+234,66 Aa 0,00+0,00 Bb
Dia 30 1.200,00+381,86 Aa 1.081,82+426,36 Aa 9,09+9,09 Bb
Dia 60 1.370,00+863,85 Aa 2.545,45+925,63 Aa 500,00+£161,25 Aa

Médias seguidas por letras mailsculas na coluna e médias seguidas por letras mindsculas na linha
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

O grupo que recebeu anti-helmintico monepantel apresentou menor média de
OPG em relagéao aos animais que receberam propolis e glicerina nas coletas aos 07,
14 e 30 dias. A média de OPG dos animais do grupo que recebeu glicerina e extrato
de proépolis verde nao diferiram entre os dias de coleta. O valor de OPG dos animais
tratados com monepantel apresentou-se maior na coleta do dia 60 em relacdo as

demais coletas (Figura 10).
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Figura 10 - Comportamento das médias de ovos por grama de fezes (OPG) dos tratamentos avaliados
durante as coletas experimentais. Nota: no dia considerado D1, os grupos experimentais
apresentaram OPG média de 687,88.

O comportamento das médias de OPG sugerem que os produtos avaliados
apresentaram eficacia até pelo menos o 30° dia avaliado. O produto quimico
monepantel foi capaz de controlar a infeccdo anti-helmintica de forma mais eficiente
gue o extrato de prépolis verde, representado pelas baixas médias de OPG.

A interpretacdo da contagem de OPG pode ser realizada pela comparacao dos
valores encontrados no exame com classificacdes da literatura cientifica. A infeccao
€ usualmente denominada como mista ou entdo analisada de acordo com o género
de helminto especifico que acomete os animais. Um exame de OPG de 1.000, se
tratando de infeccdo mista, € de grau moderada, enquanto que o dobro deste ja
categoriza a infeccdo como intensa. (UENO; GONCALVES, 1988).

Com o objetivo de determinar qual o percentual de reducédo de OPG dos produtos
analisados, extrato de propolis verde e monepantel, realizou-se 0 TRCOF. Estes,
apresentaram percentuais de reducao de -86% e 64%, respectivamente (Tabela 13).
Para ser considerado como eficiente, o produto avaliado deve apresentar percentual
de 95% de reducdo, demonstrando assim sua eficacia na reducdo da carga anti-
helmintica (FORTES; MOLENTO, 2013).
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Tabela 13 - Percentual de reducdo de OPG (R%) de ambos produtos avaliados e intervalo de confianga
(IC) apos tratamento anti-helmintico.

Tratamentos R% IC
Extrato de proépolis verde )
(3 g/10 kg PV) 86,00 0,53
Monepantel 64.00 0.50

(1 mL/10 kg PV)
Nota: valores calculados com auxilio do Software RESO 2.01.

Assim, ambos produtos ndo apresentaram eficacia, sendo o extrato de propolis
verde de percentual de redu¢do menor que o monepantel. Todavia, inUmeros fatores
devem ser avaliados em conjunto com os resultados apresentados neste teste para a
tomada de qualquer decisdo. O teste de contagem de OPG é uma avaliacdo
fenotipica, e seu resultado € diretamente dependente do efeito do hospedeiro. Como
resposta, tém-se a postura dos ovos das fémeas que por sua vez depende do efeito
da resposta imune do hospedeiro (FORTES; MOLENTO, 2013).

Conforme Ueno; Goncalves (1998) a contagem de OPG néo representa uma
infeccdo real, isso porque em casos de verminose grave a infeccdo é ocasionada
principalmente por formas imaturas de larvas, que ainda nédo produziram ovos. Assim,
um valor elevado de OPG possivelmente pode indicar um elevado numero de
helmintos, mas OPG baixo ndo indica que o numero de parasitos gastrointestinais no
animal seja baixo. Dessa forma, mesmo que o produto avaliado nao tenha
apresentado efeito positivo na diminuicdo de OPG, este deve ser analisado aliado a
demais alternativas de avaliacdo, a exemplo de parametros sanguineos que possam
indicar alteracdes no sistema imunolégico dos animais.

Alguns trabalhos sugerem que o TRCOF apresenta resultados confiaveis
guando utilizado em populacfes de helmintos que ja apresentem pelo menos 25% da
populacéo total resistente (MARTIN et al., 1989). Para que ovos e larvas apresentem
tal comportamento, o anti-helmintico em questdo j4 deve ter sido submetido aos
mesmos, preferencialmente em quantidades relevantes, o que nao foi evidenciado nos
animais estudados, ja que a contaminacdao inicial dos mesmos era relativamente baixa
(Figura 8). No entanto, os grupos foram distribuidos de forma homogénea conforme
recomendado por Niciura et al. (2009), evitando assim a inducdo de resultados
errbneos.

Alguns produtos avaliados, especialmente drogas sintéticas, podem ocasionar

uma supressdo temporaria na postura de ovos pelas fémeas de helmintos,
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superestimando a eficacia do produto em questdo. Por este motivo, o periodo para
coleta de material fecal ao testar mais de um produto com caracteristica anti-
helmintica varia entre 10 e 14 dias.

Uma vez que o exame de OPG pode ter dificil interpretacdo e ndo permita a
diferenciacdo morfoloégica de todos os ovos presentes nas fezes no TRCOF,
recomenda-se a realizagao de coproculturas das amostras de ambos os grupos, a fim
de ampliar o grau de conhecimento da real situacdo da infec¢éo helmintica (FORTES,;
MOLENTO, 2013).

Em todos os tratamentos avaliados, incluindo o grupo que recebeu glicerina, o
género de helminto mais prevalente foi o H. contortus. Os grupos tratados com
monepantel e glicerina apresentaram populacdes relativamente pequenas de
helmintos do género Strongyloides papillosus, em comparacdo ao tratamento com
extrato de préopolis verde que apresentou numero maior desses individuos.
Trichostrongylus sp. foram observados em propor¢des iguais em todos 0S grupos

avaliados (Tabela 14).

Tabela 14 - Percentual do nimero total de larvas de helmintos identificados nas coproculturas de
ambos os produtos avaliados apés tratamento anti-helmintico, por género de helminto.

Percentagem do numero total de larvas (L3)
Género Extrato de propolis

Glicerina Monepantel
verde
Haemonchus contortus 81,0%?* 50,0%?* 96,0%:*
Trichostrongylus sp. 2,0%? 2,0%:! 2,0%:!
Strongyloides papillosus 17,0%? 48,0%? 2,0%2

1Resisténcia. 2Baixa resisténcia. 3Susceptivel.
Nota: valores calculados com auxilio do Software RESO 2.01.

Presume-se que a discrepancia dos percentuais de larvas de helmintos
encontrados em ambos os tratamentos seja resultado da acdo dos produtos
fornecidos aos mesmos, indicando assim que extrato de prépolis verde teve efeito
sobre helmintos do género Haemonchus contortus em determinado momento do
periodo experimental, diminuindo o numero de individuos em relacdo as demais
espécies, por exemplo. No entanto, as diferentes condic6es nas culturas de larvas
produzidas podem favorecer o desenvolvimento de determinada espécie em
detrimento de outras (PRESIDENTE, 1985), mesmo que o0s procedimentos

laboratoriais adotados tenham sido idénticos em ambas a repeticées (Figura 11).



67

CONTROLE
® Haemonchus contortus | Strongyloides papillosus
m Cooperia spp. B Trichostrongylus sp.

Oesopagostomum sp.

8

1
93
9

PREVALENCIA (%)

DIAS DE COLETA

>

EXTRATO DE PROPOLIS

® Haemonchus contortus B Trichostrongylus sp. B Strongyloides papillosus

T o
N
o (e

& 3
S
<
O
Z
|
—
<
>
w
&
© 2 o 0 © <
- - == BN - [ |
1 7 60
B DIAS DE COLETA
MONEPANTEL
® Haemonchus contortus m Cooperia spp.
lTrichostrongyIus sp. [ ] Strongyloides papillosus
-
(o)
S
<
O
Z
|
—
<
>
w
g NN ™M ™ o <
- l - Hm
60
‘ DIAS DE COLETA

Figura 11 - Populacdo de larvas (L3) de cada um dos grupos avaliados, nos diferentes dias
experimentais (01, 07, 14, 30 e 60). A — Tratamento com glicerina; B — Tratamento extrato de
propolis verde (0,3g/kg PV); C — Tratamento anti-helmintico quimico — monepantel (0,1 mL/kg
PV). Nota: As coproculturas foram realizadas com amostras do grupo avaliado, sendo uma
amostra por grupo.
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Para que o TRCOF seja aceito com confiabilidade dos resultados, a correlacao
entre os valores de OPG e a carga parasitaria real do animal ndo deve apresentar
muitas variagcdes (FORTES; MOLENTO, 2013). Alguns estudos sugerem que
espécies de helmintos como o H. contortus apresentam boas correlacdes (ROBERTS;
SWAN 1981, CHAGAS et al., 2013), no entanto para T. colubriformis (SANGSTER et
al., 1979), Ostertagia circumcincta e Nematodirus spp. (MARTIN et al., 1985) séo
classificadas como ruins. T. axei apresenta uma postura de ovos muito baixa, dessa
forma, sua sensibilidade para o teste também é baixa (PALCY et al., 2010).

Martins (2016) trabalhando com ovinos acometidos por H. contortus relatam
diminuicdo na contagem de OPG a partir do segundo dia apés a aplicacdo do
tratamento (monepantel), no entanto, apresentando eficacia maxima de 24,65%,
inexpressiva para ser considerado como eficiente no controle. Tais resultados séo
decorréncia de aplicacdes massivas do produto, realizadas uma vez a cada 60 dias,
em um periodo maximo de um ano. Neste caso, a populacdo de helmintos
possivelmente desenvolveu resisténcia ao quimico monepantel.

Mederos; Ramos; Banchero (2014) avaliaram o comportamento da infeccao
helmintica de duas fazendas criadoras de ovinos no Uruguai. Ambas utilizavam como
anti-helmintico quimico o monepantel. Como técnicas que visam auxiliar no
conhecimento dos animais que necessitavam da aplicacdo do quimico, uma das
fazendas utilizava a técnica Famacha e a outra, OPG. Ambas as propriedades
realizaram o mesmo manejo durante um periodo de pelo menos trés anos. A fazenda
gue utilizou Famacha observou um percentual de 42% de eficacia do monepantel,
enquanto que aquela que realizava OPG néo apresentou eficacia significativa, o que
pode sugerir mecanismos de resisténcia pelos helmintos ao grupo quimico utilizado,
ou ainda ineficacia na realizacdo da técnica. Sobre a populacdo de helmintos
gastrointestinais, os géneros prevalentes nas duas fazendas foram: Haemonchus sp.,
Trichostrongylus sp. e Oesophagostumum sp.. O percentual de Haemonchus sp.
apresentou aumentou nas duas fazendas, enquanto que as demais espécies
diminuiram significativamente.

A utilizacdo da propolis no controle da verminose gastrointestinal de ruminantes
e diferentes parasitas de outras espécies animais ja vem sendo estudada a
determinado tempo, os resultados de diferentes abordagens sao descritos por
diferentes autores, conforme citados abaixo. Seja administrado na forma liofilizada, in

natura ou em extrato alcéolico, a propolis apresenta potencialidade de utilizacao.
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Hollands et al. (1984) e Hollands et al. (1988) registraram a utilizagéo de extrato
alcoolico de prépolis na concentracdo de 95% para controle de Eimeria sp. em
coelhos, verificando a reducdo do nimero de oocistos nos animais tratados com o
produto quando comparados aos que receberam sulfa durante o periodo
experimental. Resultados semelhantes séo descritos por Moura et al. (1998) aonde o
fornecimento de solucéo hidroalcéolica de prépolis foi mais eficiente que a utilizacédo
de robenidina no controle de oocistos em coelhos Nova Zelandia, diminuindo
linearmente o numero de OPG encontrado nas fezes dos animais.

Resultados positivos também sao descritos para controle de parasitas
gastrointestinais em bovinos. Heinzen et al. (2012) avaliou o efeito do fornecimento
de extrato alcoolico de propolis (30%) para bezerros na quantidade de 10 mL/animal
a cada oito horas durante quatro dias consecutivos. Quase que a totalidade dos
animais (83%) tratados com propolis apresentaram uma diminuicdo na contaminacao
de aproximadamente 48%, sendo os principais géneros de helmintos identificados
Trichostrongylus sp. e Strongyloides sp..

Principal et al. (2002) obteve diminuicdo da OPG de ovinos West African tratados
com extrato alcoolico de propolis (3%) na quantidade de 10 mL/animal, fornecido em
duas doses iguais (dias consecutivos). Reducédo no valor de OPG de ovinos Santa
Inés também foi evidenciado por Castagnara et al. (2007) fornecendo solucao
alcoolica de propolis (96°GL) na concentracao de 30% em dose Unica (10 mL/animal).
Apoés 21 dias do fornecimento foi alcancada eficacia de 94% e apos 42 dias, 96%,
ambas para o extrato de propolis.

Efeito antiparasitario e potencialidade de utilizacdo no controle da verminose
também séo descritos por Loureiro (2007). Cordeiros lle de France (em média 5 kg
PV) recebendo 30 mg de extrato de prépolis (11%) incorporado ao concentrado,
fornecido diariamente até o desmame dos animais (15 kg PV) apresentaram reducao
do valor de OPG quando comparados ao tratamento com glicerina.

Morsy el al. (2013) obtiveram controle do valor de OPG em ovinos tratados com
prépolis vermelha na quantidade de 3g/animal/dia durante 21 dias consecutivos. Ao
final do periodo experimental, a média de OPG encontrada para o grupo que recebeu
prépolis foi de 200, enquanto que para o tratamento com glicerina foi 600. Ambos 0s
grupos iniciaram as avaliagdes experimentais com OPG variando entre 100 e 200.

Diminui¢bes nos valores de OPG e contagem de larvas foram observados por

Linécio (2013) fornecendo extrato alcéolico de propolis (70%) para ovinos Santa Inés.
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O autor observou diminuigdes significativas na contaminacdo dos animais e na
contagem de larvas dos géneros Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp. quando
oferecendo doses Unicas de 5 e 10 mL do extrato alcéolico aos animais.

Nenhum dos autores citados acima determinou qual a quantidade de fendlicos
presente na propolis fornecida aos animais, dessa forma, a padronizagdo e
consequente reproducdo dos estudos torna-se inviavel, seja pela ampla e
diversificada composicao quimica da propolis como produto, ou ainda pela diversidade
entre os tipos encontrados no mercado — escura (marrom), vermelha e verde.

Uma efetiva aplicacéo terapéutica depende do controle de qualidade realizado
no momento da padronizacéo de diferentes amostras de propolis (PARK et al., 2002).
Determinados componentes ocorrem somente em amostras produzidas a partir de
uma flora especifica (VARGAS et al., 2004), o que ocasiona elevada variacdo na
composic¢ao quimica e dificulta a padronizagéo do tipo e concentracdo dos compostos
(TRUSHEVA et al., 2006).

Uma vez conhecido o potencial anti-helmintico dos compostos classificados
como acidos fendlicos presentes na propolis, a mesma apresenta elevado potencial
de utilizacdo no controle integrado de helmintos gastrointestinais. Classificada como
fitoterapico, € sustentavel, biodegradavel e apresenta possibilidade de utilizacao pela
biodiversidade da flora existente. Aléem disso, demonstra capacidade em diminuir a
intensidade de utilizacao de anti-helminticos convencionais, estendendo a vida util dos
produtos quimicos e diminuindo a eliminacao de residuos quimicos no meio ambiente
(CHAGAS, 2004; TIRABASSI et al., 2013).

4.3.2 Contaminacao por helmintos e sua relacdo com padrées hematoldgicos

Os efeitos da propolis verde sobre os parametros hematolégicos de caprinos
podem ser observados nas tabelas 15 e 16. As variaveis listadas na tabela 15
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para os diferentes tratamentos
avaliados. Na tabela 16 encontram-se os resultados das variaveis que apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) apenas para os dias de coleta. Ndo houve interacao
entre os diferentes dias de coleta e os grupos avaliados, para nenhuma das variaveis

analisadas.
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Tabela 15 - Média valores de hemécias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM),
amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos (RDW), proteina plasmatica total (PPT), leucécitos
totais, neutrdfilos, linfécitos, eosindfilos, mondcitos, basdfilos, relacéo neutrofilos/linfécitos, proteinas
totais, albumina, globulina, fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST) e

gamaglutamiltransferase (GGT) + erro padrdo da média (EPM) nos diferentes grupos avaliados.

Tratamentos
Variavel Glicerina Extratovgfdgropolls Monepantel
Hemacias (x10°) 9.264+0,222 b 9.312+0,261 b 10.465+0,243 a
Hemoglobina (g/dL) 8.196+0,159 8.220+0,342 8.948+0,253
Hematdcrito (%) 24.600+0,603 b 26.280+0,727 b 28.920+0,726 a
VCM (fL) 26,840+0,854 28,324+0,574 27,828+0,694
RDW (%) 21.520+0,185 21.948+0,295 22.076+0,224
PPT (g/dL) 6,364+0,201 6,412+0,104 6,512+0,091

Leucécitos totais
Neutrofilos (uL)
Linfécitos (uL)
Eosindfilos (uL)
Mondcitos (uL)
Basofilos (uL)

Rel. neutrdfilo/linfécito
Proteinas totais (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulina (g/dL)

19.440+696,874 a
9.836,52+512,328 ab
8.157,12+468,288 a
966,00+£175,523 a
366,20+31,308 a
114,160+32,045
1,356+0,154
6,572+0,270
2,332+0,113
4,240+0,216

16.352+787,636 b
9.057,00£715,311 b
6.491,20+380,647 b

540,36+132,907 b

282,76+£32,227 b

70,680+22,296
1,539+0,146
6,680+0,154
2,452+0,065
4,228+0,151

21.720+737,518 a
11.204,920+524,619 a
9.312,56+509,317 a
790,44+187,833 a
353,520+35,421 ab
48,680+23,731
1,300+0,101
6,976+0,111
2,532+0,093
4,444+0,135

FA (U/L) 180,232+13,640 220,372+28,926 232,364+17,432
AST (U/L) 69,840+3,263 b 84,200+4,298 a 80,080+5,761 ab
GGT (U/L) 47,412+1,081 b 49,248+1,536 b 54,448+1,612 a

Médias seguidas por letras

significancia.

minudsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
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Tabela 16 - Média valores de mondcitos, concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), ureia, glicose, fibrinogénio e aspartato aminotransferase

(AST) * erro padrao da média (EPM) nos diferentes dias de coleta.

Dias de coleta (D)

D14

Variavel DO1
Mondcitos (pL) 222,733+26,047 b
CHCM (%) 31,893+0,710 b
Ureia (mg/dL) 46,333+£2,670 ab
Glicose (mg/dL) 45,613+2,140 b
Fibrinogénio (mg/dL) 313,333+48,665 b
AST (U/L) 95,600+8,687 a

292,933+31,335 ab
31,320+0,716 b
41,800+1,384 b
57,447+1,960 a

373,333+54,743 ab
68,067+3,418 b

415,600+42,572 a

29,467+0,527 b

48,133+1,895 ab

57,247+2,817 a

480,000+50,897 a

75,733+3,467 ab

D30 D60
422,667+49,165 a 316,867+43,371 ab
32,107+0,711 a 34,773+1,012 a
45,067+1,446 ab 52,800+2,158 a
57,860+2,383 a 53,913+2,332 ab
386,667+36,341 ab 253,333+23,637 b
70,400£3,454 b 80,400+6,772 ab

Médias seguidas por letras minusculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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As variaveis hemoglobina, VCM, RDW, PPT, proteinas totais, albumina,
globulina e FA (Tabela 14) ndo apresentaram diferenca significativa dentre os grupos
experimentais. Destes, hemoglobina, PPT, proteinas totais e FA apresentaram-se
dentro do valor de referéncia para a espécie avaliada.

Valores encontrados para VCM nao diferiram entre os grupos avaliados, no
entanto, ndo concordam com o valor de referéncia para a espécie. As médias da
variavel RDW nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos avaliados.

A helmintose observada néo foi suficiente para ocasionar processos anémicos
nos animais observados, jA que os valores de hematécrito, hemoglobina e heméacias
mantiveram-se dentro do valor de referéncia para a espécie. O mecanismo de succao
de sangue pelo parasita estimulou a producéo de células jovens, elevando assim 0s
valores de VCM, o que sO foi possivel devido ao estado nutricional equilibrado dos
animais de ambos os tratamentos avaliados.

O VCM é amplamente utilizado na classificacdo de processos anémicos
(GROTTO, 2009), e quando acima dos valores normais (16-25 fL) como determinados
no presente trabalho, sugere um processo de anemia macrocitica (DAY et al., 2000).
Diferentemente de outras variaveis, os valores normais para VCM apresentam
variacao entre diferentes racas (WEISS; WARDROP, 2010).

Durante a instauracdo de um processo anémico, a medula Ossea recebe
estimulos da eritropoietina para que produza e libere quantidades maiores de células
eritroides na corrente sanguinea, objetivando reestabelecer as concentracfes
sanguineas de hemacias para dentro dos valores do intervalo de referéncia, que até
entdo estavam menores. Esse aumento ocorre pela liberacdo de células eritroides
mais jovens na corrente sanguinea, os reticulocitos. Estes, sdo de volume celular
maior que uma hemacia adulta, elevando o valor de VCM quando em uma
concentracdo significativa na corrente sanguinea, sugerindo processo de anemia
macrocitica (RISTOW, 2016).

Souza et al. (2008) avaliaram parametros sanguineos de caprinos de diferentes
padrdes raciais oriundos do semi-arido da Paraiba, encontrando valores distintos
entre 0s mesmos. Animais Boer apresentaram VCM médio de 18,05 fL, enquanto que
a mesma variavel apresentou valor maior para animais das racas Kalahari (20,91 fL)
e Moxoto (21,99 fL), mantidos em condicfes experimentais semelhantes. Avaliacdes

relacionadas a presenca de helmintos ndo foram realizadas, no entanto, sugere-se
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gue 0s animais apresentavam niveis de contaminagdo baixos, uma vez que o valor
ficou classificado dentro do valor de referéncia.

Conforme estudos ja realizados, poucos autores determinaram o valor de RDW
em caprinos. Silva et al. (2017) trabalhou com caprinos da raga Saanen, no estado do
Recife, encontrando teores de RDW de 29,38 + 0,78% em animais de recria e 27,11
+ 0,40% para fémeas gestantes.

Valores maiores sao relatados por Min et al. (2015) trabalhando com caprinos da
raca Kiko, originarios da Nova Zelandia, suplementados ou ndo com dieta rica em
taninos (30% PB). Os animais do grupo suplementado apresentaram RDW de 31,5%,
enquanto que no grupo controle o teor foi de 32,8%, nao diferindo estatisticamente.
Além disso, o0s animais que receberam suplementacdo apresentaram menor
contaminacdo por helmintos gastrointestinais, comprovando a atuacao do grupo
guimico sobre os parasitas. Aléem destes, Piccione et al. (2010) determinou valores de
referéncia de parametros sanguineos para caprinos Girgentana, raca originaria da
Sicilia. O valor de RDW (%) foi 37,37 = 0,39 para animais com idade variando entre
um e dois anos.

A albumina apresentou-se abaixo do valor de referéncia para a espécie caprina
no grupo que recebeu glicerina, enquanto que a globulina demonstrou-se acima do
valor de referéncia para a espécie em ambos o0s grupos. Os basdfilos encontram-se
dentro do valor de referéncia determinado por Weiss; Wardrop (2010), no entanto,
Pugh (2004) cita valores um pouco menores, deixando assim apenas a média do
grupo que recebeu glicerina fora do valor de referéncia.

A albumina é constituinte das proteinas presentes no plasma, sendo encontrada
em maior propor¢cdo em comparacao as demais (THRALL et al., 2015). As globulinas
sdo obtidas por meio da subtracdo da quantidade de albumina da concentracdo de
proteina sérica total (MEYER; HARVEY, 2004; GRUNWALDT et al., 2005). O
comportamento de diminuicdo no valor de albumina ocorre durante processos
inflamatorios, devido a inibicdo da sua sintese pelas citocinas proé-inflamatérias
(PEREIRA; BURINI, 1992) e pelo aumento da permeabilidade vascular (CORREA;
BURINI, 2000).

Conforme Contreras; Phil (2000), algumas doencas podem ocasionar um
aumento nas concentracdes sanguineas de globulinas e diminuicdo do teor de
albuminas. Doencas de diferentes carateres podem apresentar efeito similar, desde

aquelas ocasionadas por microrganismos até mesmo processos de infeccbes por
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helmintos. Processos inflamatdrios e situacdes de estresse ocasionam aumento da
producédo de globulina, a qual migra para as fragdes a e  em resposta de fase aguda
da infeccdo (ECKERSALL, 1995).

Em situacdes de Haemoncose hiper-aguda, quando o animal é vitima de morte
subita, processos de gastrite hemorragica grave originados pelo comportamento
hematéfago do helminto H. contortus ocasionam alteragcbes nos constituintes
sanguineos, a exemplo da diminuicdo na concentracdo de proteina total sérica
(hipoproteinemia), principalmente dos niveis de albumina, gerando um processo de
hipoalbunemia (SOULSBY, 1987).

Aguiar (2009) avaliou diferentes parametros sanguineos de caprinos das racas
Canindé e Moxotd nos periodos seco e chuvoso do estado do Ceara, encontrando
variacdes nos valores entre as estacoes. Os teores de albumina foram superiores nas
duas racas na esta¢ao chuvosa em comparacao a seca, contrario do observado para
globulina. Albumina ficou acima do valor de referéncia em ambas racas e periodos, 0
gue pode ter sido ocasionado por fatores nutricionais devido a discrepancia entre as
estacdes, enquanto que globulinas apresentaram valores normais, diferentemente do
observado no presente estudo.

As hemécias e hematdcrito foram superiores no grupo monepantel em relacéo
aos demais grupos avaliados, sendo que, os valores encontram-se dentro da faixa
referéncia para caprinos.

Com o propoésito de analisar se diferentes niveis de inclusdo de suplementacéo
ocasionam alteracfes nos parametros hematoldgicos, Roberto et al. (2010) avaliaram
caprinos Boer x SRD (sem raca definida). Os teores de heméacias variaram de 11,86
a 12,05 x10%/uL e para hematdcrito 23,20 a 30,20%, ambos classificados dentro do
valor de referéncia. Nao foram observadas diferencas significativas para os niveis de
suplementacao.

Os leucdcitos totais, linfécitos e eosindfilos foram superiores nos grupos
monepantel e tratamento com glicerina em comparacdo com 0 grupo que recebeu
extrato de propolis verde. As médias de leucdcitos totais e linfécitos encontram-se
acima do valor de referéncia recomendado para ambos os tratamentos, enquanto que
para eosindéfilos segundo recomendacdo de Pugh (2004) somente os valores do
tratamento com glicerina encontram-se acima do valor de referéncia. No entanto,
Weiss; Wardrop (2010) trazem valores distintos, classificando os grupos controle e

monepantel acima do valor de referéncia.
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O menor numero de eosindéfilos no grupo tratado com prépolis verde sugere
menores processos inflamatdrios ocasionados pela verminose, ou ainda, capacidade
maior de recuperacdo do animal, garantida principalmente pelas propriedades anti-
inflamatéria (REIS, et al, 2000; BORRELLI, et al, 2002; RIGHI, et al., 2011)
imunomoduladora e antialérgica (ORSOLIC; BASIC, 2005; SFORCIN; BANKOVA,
2011; SHRUTHI; SUMA, 2012) da propolis.

Algumas variaveis como o numero de basofilos e eosindfilos estdo relacionadas
ao sistema imune do animal. Os baséfilos sdo encontrados em menor nimero de
forma natural, uma vez que alteragOes estéo relacionadas a processos de dermatite
alérgica e reacgdes de hipersensibilidade tardia (MORRIS; LARGE, 1990). Usualmente
seus resultados sdo avaliados em conjunto com os valores de eosindfilos, isso porque
a eosinofilia da mesma forma que o valor aumentado de basofilos pode indicar
processos alérgicos, hipersensibilidade e ocorréncia de doencas parasitarias. O
numero elevado de eosinofilos € um indicativo do contato da quitina do parasita com
o hospedeiro (FRASER, 1997).

Assim como basofilos e eosindfilos, os linfocitos sédo considerados a base do
desencadeamento e execucdo da resposta imune (LOPES; BIONDO; SANTOS,
2007), porgque a resposta imunoldgica contra os helmintos € dependente do niumero
de linfécitos (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2009). A linfocitose observada nas
médias apresentadas por ambos o0s grupos pode remeter a processos de infeccéo,
como os ocasionados por helmintos gastrointestinais.

A fim de instalar-se no hospedeiro de forma efetiva, o parasita adota alguns
mecanismos de ludibriacdo no momento da infeccdo. Se instala em um local
adequado para sua maturacao e propagacao sem prejudicar e/ou matar o hospedeiro,
enquanto isso o hospedeiro busca produzir resposta imune suficiente para expulsar o
parasita, minimizando seus efeitos nocivos e néo prejudicando sua resposta contra
outros patdégenos (SANTOS, 2013).

Processos de infeccdo por nematoides gastrointestinais normalmente estéo
associados a hemorragias e processos de descamacao das paredes e lesdes nos
compartimentos gastrointestinais em que os helmintos se localizam. Um aumento no
numero de leucécitos é observado em situacfes de resposta inflamatoria (PAREDES,
2010).

Estudos sugerem que parasitas hematéfagos a exemplo do H. contortus

ocasionam alteragdes no abomaso, como formacdo de edemas na mucosa,
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submucosa e serosa, processos de descamacao de células epiteliais seguidas pela
formacdo de Ulceras. Nestes locais, é possivel visualizar infiltracdes de leucocitos,
com o objetivo de combater tais processos (SANTA ROSA, 1996).

Os tratamentos avaliados apresentaram condi¢cdes de leucocitose, justificada
pela presenca de processos hemorragicos agudos e intensos, ocasionados pela
contaminacao quase que em sua totalidade por parasitas hematéfagos. Em situacdes
como esta, células mieloides produzem estimulos para o reestabelecimento do
namero de hemécias circulantes no organismo (BIRGEL et al., 2014), visando
reestabelecer a homeostase. No entanto, a ocorréncia deste foi menor no grupo que
recebeu prépolis verde, justificando sua acao anti-inflamatoria.

O numero de neutréfilos foi superior no grupo monepantel quando comparado
ao grupo extrato de propolis verde, ndo diferindo para o tratamento com glicerina. As
médias apresentadas encontram-se acima do valor de referéncia sugerindo neutrofilia,
guando processos infecciosos/inflamatorios sdo observados. Os mondcitos foram
superiores no tratamento com glicerina em relagéo aos animais que receberam extrato
de propolis verde, sendo semelhante ao tratamento monepantel. Além de apresentar
diferenca significativa para os diferentes tratamentos, os mondcitos diferiram entre os
tempos de coleta (Tabela 15). As médias dos dias 14 e 30 foram significativamente
maiores que a média do dia 01, enquanto que os dias 07 e 60 ndo foram diferentes
dos demais. Todas dentro do valor referéncia para a espécie.

Sabendo que a primeira funcdo desse grupo celular é a defesa do organismo a
corpos estranhos, ao analisar as médias de OPG verifica-se que na coleta do dia 14
as médias apresentaram uma diminuicdo em relacéo a coleta anterior, o que pode ter
se mantido até a coleta do dia 30, ocasionando tal diferenca.

Os neutrofilos possuem como funcdo principal a morte e eliminacdo de
microrganismos estranhos ao organismo. Apresentam atividade parasiticida,
ocasionada por danos teciduais e efeitos citotoxicos, ambas mediadas por anticorpos
(GONZALEZ; SILVA, 2008). Na expulsio do parasita os neutréfilos sdo atraidos por
fatores quimiostaticos liberados por mastécitos, e atuam em conjunto com a relacéo
eosindfilos e neutréfilos presentes na corrente sanguinea (ORTOLANI et al., 2013).
No que diz respeito ao sistema imune, os neutréfilos fazem parte da defesa inicial
despendida pelo sistema imunoldgico contra agentes externos, sendo rapidamente

mobilizados da corrente sanguinea para o local afetado (WOYTSCHAK et al., 2016).
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A relacdo neutrodfilo/linfocito (N:L) apresenta-se em torno de 1,0 em animais
adultos (SMITH; SHERMAN, 2009; WEISS; WARDROP, 2010). Esta, ndo apresentou
diferenca significativa entre os diferentes tratamentos avaliados, no entanto, seu valor
foi superior para o grupo que recebeu extrato de prépolis verde que nos demais.

Com acao fagocitica e microbicida, os mondécitos sdo muito importantes no
combate a infecgcdes (LOPES et al., 2007). Participam da regulacéo da resposta imune
e dao origem aos macrofagos, os quais infiltram-se em tecidos com processos
inflamatdrios e com presenca de nddulos, acometidos por helmintos gastrointestinais
(TAYLOR et al., 2010).

Os macréfagos possuem fungdes muito parecidas com as dos neutrofilos, pois
destroem antigenos e produzem citocinas pré-inflamatérias. Normalmente ndo estédo
associados a processos de infeccao helmintica, mas existem relatos de producéo de
algumas citocinas especificas quando o material incubado com produtos resultantes
da secrecao e excrecao de larvas de algumas espécies de helmintos que acometem
humanos (GILLETTE-FERGUSON et al., 2007).

AST foi superior nos grupos tratados com propolis verde e monepantel em
relacéo ao tratamento com glicerina que nao diferiu para os animais que receberam o
anti-helmintico quimico. Da mesma forma que a variavel anterior, AST apresentou
efeito também para os diferentes dias de coleta. A coleta do dia 01 foi superior em
relacéo aos dias 07 e 30, ndo apresentando diferenca para os dias 14 e 60.

GGT foi superior no grupo tratado com monepantel em relacdo aos demais, nao
apresentando diferenca significativa para os diferentes dias de coleta. Ambos se
encontram abaixo do valor referéncia para caprinos, indicando que os produtos
utilizados nas doses determinadas ndo ocasionaram efeito tOxico aos animais em
guestdo. Caso houvesse, as lesdes seriam provocadas por fatores como hipoxia
decorrente de processos anémicos (FARIA JUNIOR et al., 2002) e efeitos toxicos de
substancia como taninos e demais (MONTEIRO et al., 2005).

Enzimas presentes em processos de lesdo dos hepatdcitos e colestases, como
aspartato aminotranferase (AST) e y-glutamil transferase (GGT) permitem conhecer a
magnitude, extensdo e curso das infeccbes. A AST € mais restrita aos hepatocitos,
enquanto que a GGT pode ser encontrada em quase todos os tecidos corporais,
principalmente pancreas e rins, podendo também indicar processos de lesdo hepatica
aguda (THRALL et al., 2015).
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Simplicio et al. (2009) determinou os valores destas mesmas enzimas em
caprinos (fémeas) dos padrdes raciais Boer e Saanen, no estado do Sao Paulo. Os
valores de AST observados foram 89,57 + 8,4 U/L e 74,90 £ 11,3 U/L para animais
Saanen e Boer, respectivamente. Enquanto que para GGT foram 45,14 + 4,3 U/L e
43,31 + 9,0 U/L, para a mesma sequéncia. O comportamento de ambas variaveis foi
semelhante ao observado no presente estudo.

Além do acompanhamento da saude do animal, algumas analises bioguimicas
permitem um maior conhecimento referente a avaliacdo nutricional e energética, a
exemplo da ureia e glicose, respectivamente (FISCHER et al., 2016).

Variaveis como CHCM, ureia, glicose e fibrinogénio também apresentaram
diferenca estatistica para os diferentes dias de coleta. CHCM foi superior nas coletas
dos dias 30 e 60 em relacdo aos demais dias. Porém, sem significado clinico por
estarem dentro dos valores de referéncia.

O CHCM reflete a concentracdo média de hemoglobina e permite classificar as
anemias em normocrémica ou em hipocrébmica. Os animais estudados nao
apresentaram anemia, sendo positivo o CHCM dentro dos valores de referéncia em
animais parasitados por helmintos hematéfagos. Diferente de outras variaveis
sanguineas, o valor de CHCM varia conforme a raca do animal (DAY et al., 2000).

Birgel et al. (2014) avaliou parametros sanguineos de caprinos Saanen com
historico clinico de anemia, ocasionada por verminose gastrointestinal (H. contortus)
e dividiu ambos os animais de acordo com seu hematdcrito para classificacdo nos
diferentes graus de anemia. O CHCM apresentado pelo primeiro grupo foi classificado
como acima do de referéncia, enquanto que o segundo esta dentro do estabelecido,
dessa forma, é reforcada a necessidade da realizacdo de diferentes analises para
auxiliar na classificacdo de processos anémicos nos animais.

Os niveis de ureia apresentaram superioridade no D60 em relagdo ao D07, n&do
diferindo dos demais dias de coleta. Porem se encontram abaixo do valor referéncia
para a espécie.

A ureia é sintetizada pelo figado e possui relacdo direta com o nivel proteico da
alimentacdo, participando da avaliacdo da atividade metabdlica proteica (WITTWER,
2000), uma vez que rebanhos que recebem alimentacéo rica em proteina apresentam
altos valores desse produto no sangue (GONZALEZ; SCHEFFER, 2002). Na maior

parte das espécies, o nivel de ureia também é utilizado como indicador de
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funcionamento renal, pelo fato de ser excretada pela urina (GONZALEZ; SCHEFFER,
2002).

Ambos animais utilizados foram mantidos em condi¢cdes experimentais
semelhantes, recebendo mesmo manejo alimentar, com dieta isoproteica e
isoenergética contendo aproximadamente 0,149 kg de PB/animal/dia, conforme
recomendacdes do NRC (2006). Isso sugere que as alteracdes observadas para os
niveis de ureia ndo foram ocasionadas pela dieta fornecida aos animais.

Pérez et al. (2003) observou teor de 44,4 mg/dL de ureia em animais Spanish
ibex (Capra pyrenaica) criados na Espanha, o qual ficou abaixo do valor adotado como
referéncia para a espécie, comportamento similar ao observado no presente trabalho.

A concentragdo sérica de glicose do D01 foi inferior aos dias 07, 14 e 30, e
semelhante ao D60, sendo todas as médias classificadas abaixo do valor de
referéncia. Produzida no figado a partir de moléculas precursoras na via da
gliconeogénese, serve como combustivel para a oxidacéo respiratoria, utilizada no
processo de metabolismo cerebral e na lactagdo (GONZALEZ, 2000). Sua
concentracdo pode ser afetada pelo nivel de estresse dos animais (MENDES et al.,
2005).

Araujo; Silva, (2008) observaram 48,3 mg/dL de glicose em caprinos sem raca
definida criados em Mossoré-RN. O autor conclui que este resultado pode ser utilizado
como padrdao para comparacdo em trabalhos cujo objetivo seja o diagndstico de
problemas relacionados ao manejo alimentar e/ou problemas no metabolismo. Uma
vez que o teor de glicose tenha sido avaliado em amostras de soro dos animais, o
tempo de transporte destas pode ter ocasionado reducdo nos teores esperados,
justificando assim os valores baixos.

Fibrinogénio apresentou superioridade na coleta do dia 14 em relacdo aos dias
01 e 60, nao diferindo dos demais dias de coleta. Conforme recomendacéo de Pugh
(2004), ambas as médias se encontram dentro do valor referéncia para a espécie,
enquanto que para Weiss; Wardrop (2010) a média encontrada no dia 14 encontra-se
acima do valor referéncia.

Predominante na ocorréncia de processos inflamatorios, o fibrinogénio € uma
proteina de fase aguda produzida pelo figado, e apresenta resposta a inflamacdo em
conjunto com os leucécitos (GONZALEZ; SILVA, 2008). Conhecendo o perfil da
infeccdo helmintica dos animais, que foi em sua maior proporgdo composta por

helmintos sugadores de sangue, tais resultados podem ser explicados pela
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capacidade do fibrinogénio na formacao de fibrina — substancia ativa em processos
de coagulacdo sanguinea.

Pesquisas indicam que além de alimentar-se de sangue dos hospedeiros, larvas
de H. contortus apresentam capacidade de inocular uma substancia anticoagulante
no local onde lesionaram a parede abomasal, provocando situacées como
hemorragias, gastrites e processos anémicos (FORTES, 1993).

Cavele et al. (2009) relatam um teor de 338,6 mg/dL de fibrinogénio em caprinos
Anglo Nubiano, cujo valor encontra-se dentro do preconizado como referéncia para
caprinos (100-400 mg/dL). Segundo os autores, a partir da estimativa de fibrinogénio
€ possivel avaliar a contaminacdo helmintica dos animais, ja que o mesmo indica
respostas a processos inflamatoérios associados a infecgdes helminticas (JAIN, 1993).

Os antigenos dos helmintos gastrointestinais promovem a polarizacdo e
proliferacdo de linfocitos especificos para uma resposta especifica no organismo,
responsaveis em produzir e secretar diferentes citocinas. O conjunto de citocinas
suprimem a resposta imune celular e promovem estimulos para a producédo de
anticorpos pelos linfocitos, proliferacdo de mastécitos e recrutamento de eosinofilos.
Estes serdo atraidos para diferentes sitios de invasdo dos helmintos por moléculas
guimiotaticas liberadas pelos mastécitos e irdo se ligar as IgE, que revestem toda a
superficie do parasito. Essa ligacdo provoca a degranulacéo e liberacdo de proteina
e enzimas toéxicas para os helmintos (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2009).

Sabe-se que as citocinas ndo atuam diretamente sobre os parasitas, mas sim
por meio de algumas interleucinas especificas, que possuem capacidade de agir
diretamente na mucosa intestinal, alterando mecanismos de contracdo muscular
(ZHAO et al., 2003) e a proliferacdo de células epiteliais intestinais (CLIFFE et al.,
2005). Tais alteracbes imunoldgicas e fisiologicas afetam a sobrevivéncia dos
parasitas e apresentam efeitos sobre a patologia associada ao processo de infec¢ao
(NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2009). A maneira como 0s anticorpos atuam na
eliminacdo dos vermes se da principalmente por mecanismos de hiper-reatividade
imediata ou citotoxidade mediada por anticorpos e células como mastocitos ou
eosindfilos e macrofagos (ABRAHAM et al., 1995).

Alguns estudos sugerem que as citocinas (interleucinas) atuam em conjunto com
os linfécitos no controle de helmintos gastrointestinais, uma vez que os linfocitos
fazem parte da resposta a infecgé@o regulada por citocinas especificas no processo de
eliminacdo dos helmintos (ONAH; NAWA, 2000; FINKELMAN et al., 2004). De modo
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geral, todos os helmintos induzem respostas de uma classe de linfécitos especifica,
no entanto, 0 mecanismo responsavel pela sua eliminacao pode ser distinta para cada
espécie de parasito, isso porque o microambiente do hospedeiro ocupado pelo
parasita, a fonte alimentar e seus mecanismos evasivos podem diferir em ambas
espécies e sdo consideradas no processo de infeccdo (FINKELMAN et al., 1997;
ONAH: NAWA, 2000; FINKELMAN; URBAN; JR., 2001; NEGRAO-CORREA, 2001;
LAWRENCE, 2003; NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2006).

Além da capacidade em aumentar a permeabilidade intestinal durante processos
de infeccéo por helmintos (SHEA-DONOHUE et al., 2001; MADDEN et al., 2002),
algumas classes de citocinas induzem mecanismos de hipercontratilidade de células
musculares com o objetivo de dificultar o estabelecimento e/ou aderéncia dos
nematoides na parede intestinal (VALLANCE et al., 1999; KHAN et al., 2003; ZHAO
et al., 2003). Além disso, promovem condicbes de alteracdes na arquitetura das
vilosidades intestinais e proliferacdo de células epiteliais intestinais, promovendo a
renovacao do epitélio intestinal e a eliminagcédo dos helmintos ali presentes (CLIFFE et
al., 2005).

Variaveis apresentadas no leucograma apresentaram o mesmo comportamento,
valores menores para 0s animais do grupo tratado com extrato de prépolis verde que
aqueles apresentados para 0s grupos tratados com o anti-helmintico quimico
monepantel e glicerina. Uma vez que altos valores nestas avaliagdes hematologicas
podem representar processos infecciosos e inflamatoérios, sugere-se que a prépolis
verde teve atuacao direta sobre o sistema imune dos animais.

Estudos sugerem que o efeito de imunomodulacao da propolis é garantido pela
presenca de compostos como acidos aromaticos e flavonoides e esta relacionado
principalmente pela ativacdo de macrofagos (ORSOLIC; BASIC, 2003), realizando
processos de fagocitose de particulas estranhas (ORSI et al., 2000), mediacédo de
processos inflamatoérios e secrec¢do de substancias a exemplo de citocinas (DIMOV et
al., 1992; IVANOVSKA et al., 1995; ORSI et al., 2000; KHAYAL et al., 2003). Além
disso, compostos polifendlicos podem desempenhar funcbes de ativacdo de
macrofagos e linfocitos (FISHER et al., 2008).

Apesar de todas as vantagens ja relatadas em relacéo a utilizacdo de produtos
naturais no controle de parasitas gastrointestinais, estes podem conter em sua
composicao substancias de caréater toxico, cancerigeno e alergizantes, que ainda nédo
foram identificadas e/ou reconhecidas com tais fungdes (SOUZA, MELLO; LOPES,
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2012). Assim, ao trabalhar com produtos de carater natural, recomenda-se a
realizacdo de analises que identifiquem possiveis casos de intoxicacdo e danos em
orgaos como figado, rins, pancreas e demais.

Diferentes autores trabalhando com produtos fitoterapicos a exemplo da prépolis
e extratos vegetais de diferentes espécies botanicas avaliaram a ocorréncia de
possiveis efeitos toxicos destes por meio de exames hematoldgicos.

Morsy et al. (2016) forneceu prépolis vermelha para ovinos durante o periodo de
flushing e observou aumento do leucograma no grupo que recebeu o extrato conforme
0 avancgo das semanas de lactagéo dos animais. Na semana onde se concentram 0s
partos, niveis de glicose e proteinas totais apresentaram acréscimo e foram maiores
gue os observados no tratamento controle.

Resultados semelhantes foram observados por Morsy et al. (2013) ao fornecer
extrato de prépolis vermelha para ovelhas ndo gestantes. As médias para VCM e
CHCM néo diferiram entre os grupos, o autor salienta que caso 0s animais estivessem
gestantes, ambas poderiam apresentar aumento.

Lobo (2016) ao fornecer extratos de plantas como Solanum paniculatum
(jurubeba) e Operculina hamiltonii (batata-de-purga) para ovinos observaram valores
aumentados para AST em ambos tratamentos, indicando a ocorréncia de possiveis
lesdes hepaticas. No entanto, variaveis como proteinas totais, albumina, globulina e
ALT nado apresentaram diferenca significativa entre os grupos que receberam 0s
extratos vegetais e o controle, que recebeu anti-helmintico quimico. Ambas plantas
utilizadas possuem em sua composicao taninos condensados, alcaloides, flavonoides,
xantonas e flavononas (CORDEIRO, 2008; SILVA, 2009), que em quantidades
elevadas podem tornar-se toxicas.

Fonseca (2016) forneceu extrato de Momordica charantia para camundongos e
observou situacGes de leucopenia, eosinopenia e monocitopenia trés dias apos a
dosagem do mesmo. Processo de anemia macrocitica também foi observado na
mesma data, evidenciado pela diminui¢cdo dos valores de hematdécrito e hemoglobina
e aumento do VCM. Os niveis de ALT e FA também apresentaram declinio apos os
animais receberem a dosagem.

No entanto, o autor confirma que ndo foram observadas lesfes a nivel hepatico,
ja que os niveis de AST e ALT nédo apresentaram valores significativos. M. charantia
€ uma planta cuja composicdo quimica é bastante semelhante as citadas

anteriormente, rica em alcaloides, esteroides, saponinas, proteinas e triterpenos (HO
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et al., 1991; GUPTA, 1995; PORRO et al., 1995; BEGUM et al., 1997; CHANG et al.,
2008; CHEN et al., 2009).

4.4 CONCLUSOES

Segundo resultados obtidos para Famacha, OPG e TRCOF, o anti-helmintico
qguimico monepantel foi superior ao extrato de prépolis verde no controle dos
helmintos, apresentando eficacia superior até o final do periodo experimental. Todos
0s grupos avaliados apresentaram infeccdo com superioridade da populacédo de H.
contortus em relacdo as demais espécies de helmintos observadas. No entanto, os
animais tratados com propolis verde apresentaram melhores valores para
leucograma, comprovando efeitos positivos no sistema imune dos animais e a néo

ocorréncia de qualquer grau de toxicidade para 0s mesmos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A prépolis verde utilizada no presente trabalho possui distintas viabilidades de
aplicacdo. Sua vasta composi¢do quimica contém fendlicos a exemplo dos taninos,
flavonoides e demais compostos quimicos, substancias estas com atividades
biolégicas ja reconhecidas na satde humana, e com estudos em andamento relativos
a saude animal.

Estudos envolvendo sua utilizagdo no controle de helmintos gastrointestinais em
pequenos ruminantes sao restritos, uma vez que poucos trabalhos avaliaram seu
potencial perante a contaminacdo e salde geral dos animais e apenas um referente
sua atuacdao direta sobre ovos e larvas (in vitro), até entdo publicados.

A forma de fornecimento, doses, tempo e caracteristicas do produto ainda
requerem maiores analises. A padronizacdo de doses por quantidade determinada de
compostos quimicos, a exemplo dos flavonoides, é uma alternativa quando se busca
trabalhar com prépolis oriundas de lotes e até mesmo locais de producao distintos.

Sua efetividade nos testes in vitro demostra o potencial de seus compostos e
requer maiores estudos referente as suas acbes em isolado. Testes como a utilizacao
da prépolis verde em combinacédo com anti-helminticos quimicos a campo surge como
alternativa de controle a ser verificada.

Além da acédo anti-helmintica, a propolis apresentou efeitos positivos no sistema
imune dos animais, sendo capaz de prevenir e combater processos infecciosos e
inflamatorios, a exemplo daqueles originados pelas infeccdes helminticas. Quando
comparada ao monepantel, apresentou eficacia inferior, o que se justifica pela
distincdo nas composicdes de ambos produtos. O anti-helmintico quimico apresenta
moléculas puras, isoladas e com funcdo bastante especifica, ao contrario do
fitoterapico, que possui uma gama de compostos, de atuacao sinérgica ou nao, que

atuam de distintas formas nos organismos animais bem como sobre os parasitas.
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Anexo 1. Parecer de aprovacao do projeto pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UTFPR — Universidade Tecnologica Federal do Parana.

Ministério da Educagio
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA PR
COMITE DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS

UNVERSIONDE TEENOLOGAPEDERAL 0O PARAKA

PARECER: 2017-020/2017 - CEUA
PROCESSO Ne: 23064.020774/2017-64
INTERESSADO: VICENTE DE PAULO MACEDO

Dois Vizinhos, 13 de dezembro de 2017.

PROJETO DE PESQUISA / AULA PRATICA

Titulo: Extrato Alcodlico no controle de verminose em caprinos

Area Temitica: Produgido e Sanidade Animal

Pesquisador / Professor: Prof. Dr Vicente P Macedo

Institui¢do: UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA — CAMPUS DOIS VIZINHOS

Financiamento: Nao ha.

Versdo: 02

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA Protocolo n® 2017-024

Apresentagdo do Projeto:Trata-se de experimento convencional de avaliagdo de potencialidade de uso de produtos naturais no controle de i animal, a produtos convencionais,

normalmente utilizados em criagdes de animais.

Objetivo:
Avaliar a potencialidade da prépolis em comparagao ao produto quimico ZOLVIX no controle da verminose em caprinos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A utilizagdo de produtos naturais vem de encontro a produgao de alimentos responsaveis sem residuos e valorizando a sustentabilidade e segmentos especiais de mercado de produtos tidos como
organicos. ndo apresentando riscos maiores aos animais.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa / Aula Prética:

0 projeto busca controles alternativos que sdo necessarios as linhas de produtos organicos e que crescem em termos de demanda em supermercados tidos como produtos equilibrados com a natureza e
sustentaveis.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Foram apresentados os seguintes:
formulario unificado de encaminhamento do CEUA/UTFPR/DV; projeto de pesquisa completo no modelo CNPq; declaracdo de ndo inicio do projeto (com assinatura e data); registro de projeto junto a

DIRPPG por meio de uma do c o declaragdo do veterinario responsavel pelos animais com assinatura do pesquisador e do médico veterinario; termo de consentimento
firmado entre a UTFPR e CIAEP assinado pelo avel do CIAEP e pelo i da UTFPR. Todos atendendo os requisitos legais vigentes do CEUA/UTFPR.

C Ges ou @ e Listade

Nao ha.

Situagdo do Parecer:
APROVADO

Consideragdes Finais a Critério da CEUA:
Todos os procedimentos devem seguir a lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008.
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CERTIFICADO

Certificamos s projeto intitulado "Extrato Alcodlico no controle de verminose em caprinos”, protocolo n° 2017/24, sob a responsabilidade de VICENTE DE PAULO MACEDO - que envolve a
produgdo, e/ou utilizagiio de animais a0 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UTFPR) da UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA, em reunido del3/12/2017.

Vigéncia do projeto: De primeiro de janeiro de 2018 a 30 de margo de 2018
Finalidade () Ensino( x ) Pesquisa Cientifica
Espécie/linhagem: Caprinos Boer
Namero de animais: 42 quarenta e dois ao total (40 animais para teste in vivo e dois animais para teste em vitro)
Peso/Idade: 40 animais de 15 quilos e dois animais de 50 quilos
Sexo: Macho e fémeas
Origem: CIAEP/IAPAR/UTFPR
Assinado por:

Nédia de Castilhos Ghisi

Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnologica Federal do Paran

Documento assinado eletronicamente por NEDIA DE CASTILHOS GHISI, PRESIDENTE DE COMISSAO, em 13/12/2017, 4s 12:54, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n®
8.539, de 8 de outubro de 2015.

%2 A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.utfpr.edu.br/sei xterno.php?acao= ir&id_orgao_acesso_externo=0, i o cédigo verificador
'% 0132477 e o cédigo CRC 93138E7E.

Referéncia: Processo n? 23064,021709/2017-56 SEI n® 0132477
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Anexo 2. Protocolo n. 3/2009 Laboratério Sanidade Animal — Embrapa Pecuéria
Sudeste, utilizado para recuperacao de ovos utilizados no teste de eclodibilidade

larval.

Em@a

Pecuaria Sudeste

PROTOCOLO LABORATORIO SANIDADE ANIMAL — N° 3/2009)

Protocolo de recuperacgdo de ovos de nematoides gastrintestinais
» Coletar fezes do reto de animais infectados que apresentem OPG acima de 2000; ovos
» Pegar uma porgéo das fezes, macerar e acrescentar agua morna (£ 40°C);

> Filtrar o material fecal em quatro peneiras com as seguintes reticulagdes: 1mm, 105um,
S55um e 25um;

» Lavar a peneira de 25um com agua destilada, com auxilio de pisseta, para retirar 0s
ovos que ficaram retidos;

» Colocar este conteudo em um Béquer e posteriormente transferi-lo para tubos Falcon;
» Colocar os tubos Falcon em centrifuga por 5 min a 3000 rpm (1.100 xg);

» Apos a centrifugacdo, descartar o sobrenadante, completar com solugéo salina
saturada para a suspensdo dos ovos;

» Centrifugar por 5 min a 3000 rpm;

» Apobs a centrifugacdo, despejar o sobrenadante na peneira de 25 um e lavar com agua
destilada (Caso a suspensdo fique suja, repetir a centrifugacdo com solucdo salina
saturada);

» Despejar o contetdo da peneira em um célice de decantacdo (1h); deixar a temperatura
ambiente, desde que a mesma nao seja inferior a 22°C, nesse caso colocar em B.0O.D.;

BS: A guantidade de fezes a ser macerada dependera do OPG, quanto menor o
resultado do OPG maior quantidade de fezes serad necessaria para uma recuperacao de
ovos satisfatoria.

O tempo de decantacdo também varia conforme o OPG, quanto maior o resultado do
OPG, menor sera o tempo de decantacéo.





