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REDUCAO DE VERMINOSE, PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS
DE CORDEIROS ALIMENTADOS COM EXTRATO DE PROPOLIS NA RACAO

RESUMO - Avaliou-se o efeito do extrato de propolis na redu¢ao da verminose
e sobre os parametros hematologicos e bioquimicos de 18 cordeiros lle de France
(nove machos nao-castrados e nove fémeas) dos 5 aos 15 kg de peso corporal, no
desmame. Os animais foram distribuidos em trés tratamentos, constituidos por dietas
isoprotéicas e isoenergéticas, com adicdo ao concentrado de 0, 15 e 30 mg de extrato
de prépolis a 11%/kg de peso corporal. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado em esquema de parcela subdividida no tempo. Observou -se que a
contagem de ovos por grama de fezes foi influenciada pelos diferentes tratament os.
Nos cordeiros estudados, a adigdo de 30 mg de extrato de propolis foi mais efetiva em
reduzir o numero de ovos tipo Stron gylida por grama de fezes, do que a de 15 mg e a
que nao continha o extrato, indicando uma possivel redugcdo na ovoposicdo dos
endoparasitos. As contagens globais de hemacias, neutrofilos bastonetes e mondcitos,
taxa de hemoglobina e o percentual de hematocrito apresentaram efeito para interagcao
entre os tratamentos e as datas de observagdo. Nao houve diferencas para as
contagens de leucocitos, neutréfilos segmentados e linfocitos, ja os eosindfilos variaram
dentro do periodo de coleta. Em relagdo aos parametros bioquimicos analisados, o
extrato de prépolis ndo afetou as concentragdes séricas de uréia, creatinina, albumina,
bilirrubina direta e indireta, e plasmatica de glicose. Ja os niveis séricos d e colesterol,
proteinas totais e bilirrubina total diferiram entre os tratamentos. Com base nos
resultados, conclui-se que a adigdo de extrato de prépolis as ra¢des dos cordeiros nao
provocou alteragdes importantes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos, que
indicassem reacdes adversas a sua administragdo, além de ser uma possivel

alternativa no controle da verminose em cordeiros.

Palavras-Chave: comedouros privativos, cordeiros, flavondides, Haemonchus

contortus, hemograma, perfil bioquimico, prépoli s, verminose.



REDUCTION OF WORMS, HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS
OF LAMBS FED WITH EXTRACT OF PROPOLIS IN THE RATION

ABSTRACT - The effect of the propolis extract was evaluated in the reduction of
the nematodes and on the hematological and bioch emical parameters of 18 lambs lle of
France (nine no-castrated males and nine females) of the 5 to the 15 kg of corporal
weight, in it weans them. The animals were distributed in three treatments, constituted
by protein and energy concentration diets, with addition to the concentrate of 0, 15 and
30 mg of propolis extract to 11%/kg of corporal weight. The experimental delineation
was entirely occurred in portion outline subdivided in the time. It was observed that the
counting of eggs for gram of feces was influenced by the different treatments. In the
studied lambs, the addition of 30 mg of extract of propolis was more effective in reducing
the number of eggs type Strongylida for gram of feces, than the one of 15 mg and the
one that didn't contain the extract, indicating a possible reduction in the eggs of the
endoparasites. The global countings of the red cells, neutrophiles and monocytes,
hemoglobin tax and the percentile of hematocrits presented effect for interaction among
the treatments and the dates for observation. There were not differences for the
leucocytes countings, segmented neutrophiles and lymphocytes, whereas the
eosinophiles varied inside of the collection period. In relation to the analyzed
biochemical parameters, the extract of propolis did n't affect the serum urea, creatinine,
albumin, direct and indirect, and plasmatic bilirubin concentration of glucose. The serum
levels of cholesterol, total proteins and total bilirubin differed among the treatments. On
base in the results, | was ended th at the addition of extract of propolis to the rations of
the lambs didn't provoke important alterations in the hematological and biochemical
parameters, that they indicated adverse reactions to his/her administration, besides

being a possible alternative in the control of the nematodes in lambs.

Key Words: creep feeding, biochemical profile, flavonoides, haemogram, Haemonchus

contortus, lambs, propolis, worms.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O rebanho ovino brasileiro € da ordem de 17,1 milhdes, com a maior
concentracéo na regido Nordeste, com 10,1 milhdes, seguida da Sul, Centro-Oeste,
Norte e a regido Sudeste com 678,9 mil com 60% do rebanho no estado de S&o Paulo
(ANUALPEC, 2006). A ovinocultura nacional &€ promissora, pois o Brasil, embora
possua uma grande lacuna no consumo interno de carne ovina, tem todos os atributos
necessarios para ser um grande exportador. Atualmente, cerca de 50% da carne ovina
consumida oficialmente no pais € importada do Uruguai, Argentina e Nova Zelandia
(SIMPLICIO, 2001). Face as necessidades, perspectivas e tendéncias, incrementos na
ovinocultura visando produzir carne de qualidade e em quantidade para suprir a
procura, séo importantes para o progresso dessa atividade.

A helmintose, um dos principais problemas da ovinocultura, se agrava durante a
fase de cria. No final da gestagdo e durante a lactagdo, as ovelhas ficam mais
susceptiveis as infecgbes parasitarias, contaminando os pastos com elevadas
quantidades de ovos de helmintos, propiciando severas infecgbes precoces nos
cordeiros. A baixa resisténcia em relacéo a os vermes gastrintestinais, causa transtornos
metabolicos e diminui o consumo voluntario de alimentos, a capacidade de digerir e
absorver os nutrientes, afetando o desempenho animal, além de ser uma das principai s
causas de mortalidade. Dineen, citado por SIQUEIRA (1996), citou que durante a
lactacdo, estresse fisico, baixos niveis nutricionais, houve diminuicdo no
desenvolvimento da resisténcia imunoldgica de cordeiros (DONALD et al., 1986). Em
virtude destas ocorréncias, o controle da verminose e a suplementacdo alimentar dos
ovinos na fase inicial de crescimento com a utilizacdo de comedouros privativos (creep
feeding) viabiliza o manejo alimentar, podendo-se auferir melhores resultados

zootécnicos e econdémicos.



Outro fator preocupante em relacéo as helmintoses é a resisténcia multipla dos
parasitos aos principios ativos dos anti-helminticos e o efeito residual dos compostos
quimicos nos produtos de origem animal. Assim a produgéo organica vem conquistando
espago na agropecuaria, ao utilizar produtos alternativos, como os fitoterapicos e a
propolis, que originam alimentos mais saudaveis e com maior valorizagdo no mercado.

PRINCIPAL et al. (2002) administraram oralmente d oses de 5, 10 e 15 mL de
solucéo alcodlica de propolis a 3%, objetivando controlar a verminose em ovelhas e
observaram que doses de 10 mL reduziram a infecgéo parasitaria das mesmas. O utros
estudos (HOLLANDS et al., 1984; HOLLANDS et al., 1988; MERESTA et al., 1989;
LORI, 1990; LANGONI et al., 1998; PARK et al., 2000b; SILVA SOBRINHO et al., 2000)
demonstraram as propriedades antifungicas, bactericidas e bacteriostaticas,
antiinflamatorias e cicatrizantes, atrib uidas aos flavondides, principais componentes da
propolis (MAZZUCO, 1994; MATSUNO, 1996), necessitam de validacao cientifica para

a sua correta utilizacao.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Nematodiose

O parasitismo por nematdédeos gastrintestinais provoca elevadas perdas
econbmicas em criagdo de ovinos (PINHEIRO et al., 2000). Geralmente as infec¢des
parasitarias sdo mistas, ou seja, os ovinos sdo parasitados por diferentes espécies ao
mesmo tempo, sendo que as mais importantes e comuns s&o: Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia spp. e Oesophagostomum
columbianum (AMARANTE et al., 1997). Dentre os nematédes supracitados, o H.
contortus, parasito do abomaso, da familia Trichostrongylidae, € o mais patogénico,
responsavel por diminuicdo da produtividade e elevada mortalidade dos animais,
particularmente os jovens (AROSEMENA et al., 1998). Seus principais efeitos estao

ligados ao habito hematéfago tanto das larvas quanto dos adultos, que além de se



alimentarem de sangue, inoculam uma substancia anticoagulante que provoca
hemorragia, gastrites e erosdo na mucosa do abomaso, com conseqiente anemia
(FORTES, 1993).

Cada parasita do género suga em torno de 0,08mL/dia de sangue (FREITAS,
1976), acarretando reducao nas reservas de ferro e da eritropoiese associada a perda
de proteina, diminuicdo no consumo voluntario de alimentos e altera¢des na utilizagéo
dos nutrientes da dieta, afetando os indices produtivos e reprodutivos . (BORBA, 1996).

O controle da helmintose é usualmente realizado com anti-helminticos visando
reduzir os niveis de infecgdo dos animais e a descontaminagdo das pastagens
(CHARLES, 1989). O rapido aparecimento de resisténcia aos principios ativos, alto
custo dos tratamentos, residuos alimentares e o impacto ambiental vem incentivando o
uso de produtos alternativos como os fitoterapicos e a prépolis (JACKSON et al.,1993;
WALLER et al., 1995; HERD, 1996; PRINCIPAL et al., 2002).

2.2. Parametros hematoldgicos e bioquimicos

O sangue transporta nutrientes do trato digestério para os tecidos e os produtos
finais do metabolismo das células para os 6rgdos de excrecdo, ajuda a regular a
temperatura do corpo, mantém constante a concentracdo de agua e eletrolitos nas
células e ainda age na defesa contra microrganismos (SWENSON & REECE, 1996). E
constituido de uma fragéo liquida — o plasma — no qual encontra-se em suspensao seus
constituintes celulares: os eritrécitos, os leucocitos e as plaquetas (BACILA, 2003). Os
eritrécitos possuem uma cromoproteina, a hemoglobina, um pigmento respiratério,
responsavel pelas trocas gasosas e que confere a cor ver melha do sangue. Os
leucdcitos constituem as células de defesa do organismo animal e as plaquetas estao
envolvidas no processo de coagulagdo sanguinea (SWENSON & REECE, 1996;
BACILA, 2003).

O plasma apresenta-se desde amarelo até incolor, dependendo da qu antidade
de bilirrubina e pigmentos homdlogos, espécie animal e da dieta. Sua cor resulta

principalmente da variagdo da concentracao de bilirrubina, embora o caroteno e outros



pigmentos também contribuam para nuances plasmaticas. Para obter-se o plasma, o
sangue total deve ser colhido em seringas ou tubos tipo “vacutainer” com
anticoagulante, cujas células sanguineas sedimentar-se-do naturalmente ou sob a acao
da centrifugagdo. Num animal adulto, o plasma contém em torno de 92% de agua e 9%
de solidos, os quais sao proteinas como albumina, globulinas e fibrinogénio, além de
anticorpos, enzimas, horménios, uréia, acido urico, creatina, creatinina, aminoacidos,
glicose, lipidios, colesterol, eletrolitos, vitaminas, gases e minerais envolvidos na
formacao de ossos, constituicdo de proteinas e lipidios em musculos, 6rgéos, células
sanglineas, tecidos e enzimas, envolvidos na manutengdo da pressdo osmotica,
equilibrio acido-base e irritabilidade de musculos e nervos (SWENSON & REECE,
1996).

Alguns valores hematoldgicos e de composi¢céo sanguinea sao de uso constante,
em especial para determinar o grau de alteragbes patologicas que podem ocorrer nas
anemias ou em outras enfermidades (BACILA, 2003); e os constituintes do soro
sanguineo, tém sido bastante utilizados em estudos metabodlicos para auxiliar no
diagnostico dos animais (DOORNENBAL et al.,, 1983) por fornecer informacdes a
respeito da funcionalidade e do grau de lesdo celular. CIARLINI et al. (2000)
observaram que ndo havia relagdo entre a alta carga parasitaria e concentragbes
séricas de pepsinogénio, no periparto em ovelhas Suffolk e Ideal, concluindo que o
aumento da concentracdo sérica do pepsinogénio esta relacionada com a resposta
imune mais eficiente dos hospedeiros contra os nematédeos, ap6s sua imunodep ressao
no periparto.

Caréncias nutricionais podem ser verificadas em determinados estados
fisiologicos, pelos constituintes bioquimicos do sangue. PINHEIRO et al. (2002) ao
determinarem os niveis séricos de proteina total, albumina, glicose, calcio e fosfo ro, de
ovelhas sem padréao racial definido em diferentes estados fisiolégicos na época da seca
no semi-arido nordestino, concluiram que durante a gestacédo e lactagcdo, as ovelhas

apresentam caréncia protéica e de calcio, sendo necessaria suplementagéo.



2.3. Propolis

E uma substancia elaborada pelas abelhas a partir da col heita de resinas de
plantas, cuja origem pode determinar a qualidade, atividade biolégica e uso medicinal
do produto (COUTO & COUTO,2002).

A composi¢do quimica da propolis em geral revela a existéncia de 55% de
resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de dleos volateis e 5% de pdlen (SZEWCZACK
& GODOY, 1987). De acordo com MERESTA & MERESTA (1983), TOTH (1985) e
PARK et al. (2000a) a composigédo da prépolis varia de acordo com a diversidade da
flora apicola da regido, periodo de colheita, clima, presenca de ceras e modo de
incorporagao das diversas substancias confeccionadas pelas abelhas. No Brasil, devido
a diversidade da flora e tipos de clima, ha propolis com diferentes propriedades
bioldgicas.

Segundo PARK et al. (2000b), prépolis com atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus pode nao atuar sobre o Streptococcus mutans. O poder
terapéutico da prépolis varia com a qualidade da mesma, ndao havendo um método
padréo para avaliar sua qualidade, que normalmente considera apenas os teores de
flavonoides e quercetina (MATSUNO, 1996). O maior grupo de compostos isolados
pertencem aos flavonoides, terpenos, acido alfa acetoxi -betulenol, aldeidos e acidos
aromaticos com propriedades antifungicas, vitaminas B4, By, Bs € E, acido ascérbico,
pantoténico e minerais (MAZZUCO,1994).

LANGONI et al. (1998) utilizaram em testes in vitro a prépolis na concentragao de
5% e constataram 100% de inibigdo no crescimento de microrganismos como
Staphylococcus aureus, Prototheca zopfii, Corynebacterium bovis, Rhodococcus equi,
Candida albicans, Geothricum candidum e Enterobacter aerogenes; e para os demais
microrganismos, como Escherichia coli (91%), Streptococcus agalactiae (90%),
Klebsiella pneumoniae (87,5%), Pseudomonas aeruginosa (85,7%) e Salmonella sp
(81,3%) a inibicdo foi menor, mostrando ser a prépolis mais efetiva para os gram-
positivos. Em outro trabalho, MERESTA et al. (1989) ao tratarem vacas com mastite

aguda usando proépolis, obtiveram recuperagéo de 86,6% dos animais, com 100% de



recuperagcado quando causados por Candida albicans (levedura); 85% por E. coli; 91%
por Staphylococcus e 84,3% por Streptococcus, concluindo ser a prépolis efetiva na
terapia da mastite causada por microrganismos resistent es a antibiéticos.

SILVA SOBRINHO et al. (2000) testaram prépolis nas formas de pasta e solugao
no tratamento curativo da pododermatite necrética em ovinos e verificaram que a
propolis em solugéo apresentou maior efeito curativo desta enfermidade em relagédo a
pasta. LORI (1990) ao utilizar 10% de gel de prépolis em testes in vitro contra
dermatomicose bovina causada pelo fungo Tricophyton verrucosum, observou rapida
recuperagéo do tecido afetado e em concentragdes entre 5 a 10% de propolis ndo
constatou crescimento fungico.

Como agente anticoccidiano, HOLLANDS et al. (1984) administraram prépolis
oralmente (solucao alcodlica de 95%) em coelhos e constataram reducao na excrecao
de oocistos de Eimeria sp. Em outra ocasido, ao compararem coelhos infectados com
Eimeria magna e Eimeria perforans, tratados com solugéo hidroalcodlica de propolis e
sulfa, HOLLANDS et al. (1988) concluiram que os efeitos anticoccidianos da propolis
foram superiores aos tratamentos com sulfa, sugerindo uma opg¢ao no tratamento da
coccidiose.

PRINCIPAL et al. (2002) utilizaram doses de 5mL, 10mL e 15mL de solug&o
alcodlica de proépolis a 3%, comparando com solugéo alc odlica sem prépolis (controle),
no controle de helmintiases em ovelhas West African. Os produtos eram administrados
via oral e a eficacia verificada por OPG. Os autores concluiram que a propolis reduziu a
infec¢do parasitaria das ovelhas, sendo a dose de 10mL mais eficaz para a espécie.

Com o objetivo de observar a atividade da prépolis em animais, GARCIA et al.
(2004) avaliaram o perfil bioquimico de coelhos, e concluiram que a adigdo da propolis
em niveis de 0,3% de extrato seco, ndo provocou alteragdes bioquimicas séricas
importantes que pudessem indicar reacd es adversas a sua administragédo, corroborando
com SFORCIN (1996) que estudaram o perfil bioquimico de ratos, por meio da
determinacdo das concentragdes séricas de proteinas totais, glicose, uréia, creatinina,
triacilglicerois, colesterol e HDL-colesterol, bem como a atividade especifica de

transaminases (AST e ALT) e da desidrogenase latica (LDH) e verificaram auséncia de



alteracbes importantes nas variaveis estudadas, indicando que a propolis n&o
apresentou efeitos colaterais.

O extrato alcodlico da prépolis em camundongos sugeriu uma atividade
moduladora sobre o sistema de defesa do hospedeiro, por ativagdo dos ma créfagos
(ORSI et al., 1998). GIURGEA et al. (1981) ao trabalharem com frangos recebendo
doses de extrato de propolis, verificaram mudangas na concentracdo sangilinea do
colesterol, atividade da transaminase, proteinas totais, aumento das gamaglobulinas e
decréscimo de aminoacidos livres; estes dois ultimos efeitos sugeriram que a prépolis

teve um efeito anabdlico e estimulou a resposta imune.
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CAPITULO 2 - EFICACIA DO EXTRATO DE PROPOLIS NO CONTROLE DA
VERMINOSE EM CORDEIROS NATURALMENTE INFECTADOS

RESUMO - Avaliou-se o efeito do extrato de propolis na redugdo da verminose
de 18 cordeiros lle de France (nove machos nao-castrados e nove fémeas) dos 5 aos
15 kg de peso corporal, no desmame. Os animais foram distribuidos em trés
tratamentos, constituidos por dietas isoprotéicas e isoenergéticas, com adicdo ao
concentrado de 0, 15 e 30 mg de extrato de propolis a 11%/kg de peso corporal. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida no tempo, considerando como parcela principal o esquema fatorial 3X2 (trés
tratamentos e dois sexos) e como subparcelas as datas de ob servacédo. Observou-se
que a contagem de ovos por grama de fezes foi influenciada pelos diferentes
tratamentos. Nos cordeiros estudados, a adicdo de 30 mg de extrato de prépolis foi
mais efetiva em reduzir o numero de ovos tipo Stron gylida por grama de fezes, do que a
de 15 mg e a que nao continha o extrato, indicando uma possivel redugdo na
ovoposicdo dos endoparasitos. Concluiu-se que o uso da prépolis pode ser uma

alternativa no controle da verminose em cordeiros.

Palavras-Chave: cordeiros, eficacia, flavondides, Haemonchus contortus, ovos por

grama de fezes, propolis



1. INTRODUCAO

A ovinocultura paulista estd em franca expansdo e passou por profundas
mudangas na ultima década. Dentro desse contexto, ganhos em produtividade sao
imperativos e vitais para a sobrevivéncia, competitividade e viabilidade técnica e
econdmica da atividade (ALMEID A JUNIOR et al., 2004).

Segundo OWEN (1976), a maior velocidade de crescimento dos cordeiros ocorre
entre a primeira e a vigésima semanas de vida, portanto a suplementacéo alimentar dos
ovinos na fase de cria pode ser técnica e economicamente interessante (SILVA
SOBRINHO, 2001). Para viabilizar o manejo dessa suplementacdo a utilizagdo de
comedouros seletivos (creep feeding) € uma valiosa ferramenta para a consecugao de
bons resultados zootécnicos e econdmicos, permitindo abate precoce dos animais, com
maior taxa de desfrute do rebanho ovino nacional (NERES et al., 2001).

A verminose € um dos fatores que afetam a viabilidade dos sistemas de
producéo de ovinos. Os nematddeos gastrintestinais provocam redu¢do no consumo
voluntario de alimentos e prejuizos a digestdo e absorgédo de nutrientes, ocasionando
reducdo no ganho de peso, sendo a principal causa de mortalidade no rebanho e de
reducéo na produtividade.

Dentre os helmintos de maior importancia na ovinocultura brasileira, destaca -se o
Haemonchus contortus, endoparasito de maior prevaléncia no Estado de Sdo Paulo
(AMARANTE, 1995), parasita do abomaso de grande patogenicidade devido ao intenso
hematofagismo por adultos e larvas, podendo ingerir 0,08 mL de sangue por dia
(FORTES, 1993). Animais com altas cargas parasitarias apresentam hipoproteinemia,
anemia aguda, caquexia, prostragéo, podendo levar os animais a 6bito rapidamente.

Além das conseqientes perdas econdmicas decorrentes da verminose, seu
controle por meio de produtos quimicos convencionais tem resultado em problemas
como o desenvolvimento acelerado da resisténcia ao principio ativo e a preocupacéao da
sociedade e de 6rgaos governamentais com os resi duos nos produtos de origem animal

(CHAGAS, 2004). Dessa forma, os produtos organicos vém conquistando espacgo na



agropecuaria, ao utilizar produtos alternativos, como os extratos vegetais e a prépolis,
que originam alimentos mais saudaveis e valoriza dos no mercado.

A vulnerabilidade dos produtos quimicos diante da capacidade de sobrevivéncia
dos parasitas, faz com que eles tenham tempo de uso pré -determinado, no entanto
acredita-se que o uso de produtos naturais alternativos possa reduzir o
desenvolvimento da resisténcia, além de atingirem somente a espécie alvo, serem
biodegradaveis, nao causarem poluicdo ambiental e diminuirem drasticamente o
problema dos residuos (CHAGAS, 2004).

Dentre esses produtos naturais, a prépolis surge como uma alternativa, sendo ja
demonstradas suas propriedades antifungicas, bactericidas e bacteriostaticas,
antiinflamatorias e cicatrizantes (HOLLANDS et al., 1984; HOLLANDS et al., 1988;
MERESTA et al., 1989; LORI, 1990; LANGONI et al., 1998; PARK et al., 2000; SILVA
SOBRINHO et al.,, 2000) e parasitarias (PRINCIPAL et al., 2002), atribuidas aos
flavonodides, principais componentes da prépolis (MAZZUCO,1994; MATSUNO, 1996).
A resposta dos animais em termos de indices zootécnicos requer mais investigagcbes
necessarias para validar cientificamente o uso da proépolis.

Em razdo do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia do

extrato de propolis no controle da verminose em cordeiros naturalmente infectados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

Este experimento foi realizado no Setor de Ovinocultura, pertencente ao

Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp,
Campus de Jaboticabal, SP.



2.2. Animais, tratamentos e instalacdes

Foram utilizados 18 cordeiros lle de France (nove machos néo castrados e nove
fémeas) dos 5 kg de peso corporal ao desmame (15 kg ), identificados com marcagéo
numérica na regido lombar.

Os animais foram distribuidos em trés tratamentos : Controle (T), sem adigéo de
extrato de propolis a 11%; Tratamento 1 (T4), adicdo de 15 mg de extrato de propolis a
11%/kg de peso corporal e Tratamento 2 (T2), 30 mg de extrato de propolis a 11%/kg de
peso corporal.

As dietas eram isoprotéicas e isoenergéticas e o s concentrados formulados de
acordo com o National Research Council (NRC,1985) e compostos por milho moido,
farelo de soja, farelo de trigo, nacleo mineral, fosfato b icalcico, calcario e sal iodado.

O extrato de prépolis era incorporado ao concentrado com o auxilio de
misturador Y, por dez minutos. Ao concentrado do tratamento controle também foi
adicionado solucdo alcodlica sem propolis, a fim de anular possive is efeitos de alcool
residual nas variaveis estudadas. Na Tabela 1, encontra -se as composi¢cdes percentual

e bromatoldgica dos concentrados.

Tabela 1. Composi¢cbes percentual e bromatoldgica das ragdes experimentais, expressas em
porcentagem da matéria seca (% MS).

Ingrediente (%)
Milho moido 54,60
Farelo de soja 24,50
Farelo de trigo 18,00
NUcleo mineral® 0,50
Fosfato bicalcico 0,10
Calcario 1,80
Sal iodado 0,50
Composicao bromatolégica Dieta’

D1 D2 D3
Matéria seca (%) 90,06 90,70 90,85
Proteina bruta (%) 19,45 19,79 19,11
Matéria mineral (%) 4,20 4,82 4,98
Fibra em detergente neutro (%) 24,70 24,26 23,82
Fibra em detergente acido (%) 6,11 5,66 5,21
Extrato etéreo (%) 2,65 2,77 3,03

" No= controle, sem adigdo de extrato de propolis; N ; = adicdo de 15 mg de extrato de prépolis/kg de
peso corporal; N, = adigcdo de 30 mg de extrato de prépolis/kg de peso corporal.



O extrato de propolis a 11% foi cedido pela Apis Flora Industria e Comércio Ltda,
de Ribeirao Preto, SP, cujas analises fisico -quimicas e microbioldgicas realizadas nos
Laboratorios de Controle de Qualidade Fisico e Quimico (LAFIQ) e de Controle de
Qualidade Microbiolégico (LAMIC), conforme as especificagbes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), constam na Tabela 2.

Tabela 2. Andlises fisico-quimicas e microbiolégicas do extrato de prépolis a 11%, conforme
especificagdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Caracteristica fisico-quimica Resultado Especificagéo

Aspecto Conforme Liquido limpido, sem particulas em
suspensao.

Cor Conforme Ambar

pH 5,39 5,00-5,50

Densidade relativa 0,921 0,910-0,930

Teor Alcodlico 56 56-64%

Propriedade Antioxidante 14 Maximo de 22 segundos

Solidos soluveis 11,1 11,0 — 11,5% p/v

Flavondides totais 6,03 Minimo de 4,5 mg/mL

Caracteristica microbiologica

Bactérias <100 Maximo 10° UFC/mL

Fungos <100 Maximo 10° UFC/mL

Aspergillus flavus Negativo

Aspergillus parasiticus Negativo

Bacillus cereus Negativo

Céndida albicans Negativo

Enterobacter sp Negativo Negativo

Enterococcus sp Negativo

Escherichia coli Negativo

Pseudomonas aeruginosa Negativo

Salmonella sp Negativo

Staphyloccus aureus Negativo

Atividade antimicrobiana 10 mg/mL

Micrococcus luteus S++++ Sensivel

Staphylococcus aureus S++++ Sensivel

Os cordeiros juntamente com suas mées permaneciam no pasto das 07h30min,
as 16h, no pasto, quando eram recolhidos em instalagbes com piso ripado suspenso,

em baias com comedouros privativos individuais (creep feeding) para acesso dos



cordeiros, equipados com comedouro e bebedouro. Os comedouros e bebedouros das
ovelhas eram individuais, sem acesso dos cordeiros a ragdo das mesmas.

Os cordeiros recebiam os concentrados ao serem recolhidos do pasto, as 16h,
com ajuste diario para permitir 20% de sobra, as quais eram recolhidas e pesadas para

estimar o consumo individual de matéria seca.

2.3. Pesagens

Os animais foram pesados ao inicio do experimento e semanalmente, para
avaliacdo do ganho de peso, até atingirem 15 kg de peso corporal, quando eram

desmamados.

2.4. Colheita das fezes e contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

As colheitas das fezes foram feitas no inicio do experimento e semanalmente até
o desmame, diretamente da ampola retal, armazenadas em sacos plasticos estéreis e
identificados, numa quantidade aproximada de 30 a 50 gramas, para contagem de ovos
por gramas de fezes (OPG), a qual foi feita pelo método de McMaster segundo a
técnica de GORDON & WHITLOCK (1939).

2.5. Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado na avaliagao da reducao da contagem de
ovos por grama de fezes foi o inteiramente casualizado, em esquema de parcela
subdividida no tempo, considerando como parcela principal o esquema fatorial 3X2 (trés
tratamentos e dois sexos) e como subparcelas as datas de observagéo (cinco semanas)
(BANZATO & KRONKA, 1989). Os dados foram analisados pelos procedimentos de
analise de variancia e as médias comparadas utilizando o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o Sistema de Analises Estatisticas (SAS, 1996) de acordo com

o0 modelo matematico:



Yikm= M + Ti+ §; + TS+ a; + D+ TDy+ SDj + ejjum, onde

Yikm € a m-ésima observagéo no k-ésimo animal do j-ésimo sexo submetido ao i-ésimo
tratamento, avaliado no I-ésimo dia de coleta;

M € a média geral,

T; € o efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1,...,3);

Sj € o efeito fixo do j-ésimo sexo (j = 1 e 2);

TS é o efeito da interagdo do i-ésimo tratamento com o j-€simo sexo;

ayj € o efeito do k-ésimo animal (k = 1,...,18) dentro da interag&o d o i-ésimo tratamento
com o j-ésimo sexo;

D, é o efeito fixo do |-ésimo dia de coleta (I = 1,...,5);

TD; é o efeito da interagéo do i-ésimo tratamento com o I-ésimo dia de coleta;

SD; é o efeito da interagdo do j-ésimo sexo com o |-ésimo dia de coleta e,

ejxm O efeito residual, que inclui todas as demais fontes de variagdes ndo consideradas

no modelo, além do erro de determinacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 podem ser observadas as médias das contagens de ovos por grama
de fezes (OPG) e dos consumos de matéria seca (CMS) e seus respectivos coeficientes
de variagdo. Os valores aritméticos foram transformados em geométricos (log (x+1)),
para normalizar a resposta e homogeneizar as varidncias das dietas experimentais,

haja vista ser a contagem de ovos uma variavel muito instavel.



Tabela 3. Teor de flavonoides totais, consumo diario de matéria seca (CMS), valores médios
das contagens de ovos por grama de fezes (OPG) de cordeiros alimentados com
extrato de prépolis na racdo e os respectivos coeficientes de variagéo.

Racéo’ Teor de flavondides CONSMS OPG
(mg/mL) (kg/dia)

To 0,00 0,365a 3,53a

T, 90,45 0,285b 3,09ab

T, 180,90 0,230b 3,06b

CVA(%) - 16,75 14,23

" To= controle, sem adigdo de extrato de prépolis; T, = adicdo de 15 mg de extrato de prépolis/kg de peso
corporal; T, = adicdo de 30 mg de extrato de prépolis/kg de peso corporal.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

*significativo (P < 0,05).

2CV = coeficiente de variagao.

Pode-se notar que o consumo de matéria seca do conc entrado diferiu (P<0,05)
quanto aos diferentes tratamentos. Sendo que o concentrado sem adi¢cao da prépolis foi
mais consumido (0,365 kg/dia) que os outros, que continham 15 e 30 mg de proépolis
(0,285 e 0,230 kg/dia, respectivamente) que nao diferiram entre si. Apesar do consumo
de matéria seca dos concentrados com adicdo de pro polis terem sido menores,
observa-se na mesma tabela que as contagens de ovos por grama de fezes foram
reduzidas (P<0,05). O tratamento 2 com 30 mg de extrato de propolis foi mais efetivo
em reduzir o numero de ovos tipo de Strongylida por grama de fezes (3,06), do que o
nivel 1 com 15 mg de proépolis (3,09) e o controle (3,53) nos cordeiros estudados,
devido aos maiores teores de flavondides nas ragbes com niveis maiores de propolis,
demonstrando possivel efeito do extrato de prépolis em reduzir a ovoposigdo dos

endoparasitos.

Esse efeito antiparasitario da propolis tem sido objeto de estudo de alguns
autores. Resultados similares aos encontrados neste estudo, foram reportados por
PRINCIPAL et al. (2002) ao testarem niveis de propolis no controle de helminti ases de
ovelhas West African, utilizando doses de 5mL, 10mL e 15mL de solugdo alcodlica de
propolis a 3%, comparando-as com solucdo alcodlica sem prépolis (controle). Os

produtos eram administrados via oral e a eficacia verificada por OPG. Os autores



concluiram que a prépolis reduziu a infec¢do parasitaria das ovelhas, sendo a dose de

10mL a mais eficaz para a espécie.

HOLLANDS et al. (1984) administrando propolis oralmente (solugéo alcodlica
95%) em coelhos, constataram redugé&o na excrecdo de oocistos de Eimeria sp. Em
outra ocasido, ao compararem coelhos infectados com Eimeria magna e Eimeria
perforans, tratados com solugéo hidroalcodlica de propolis e sulfa, HOLLANDS et al.
(1988) concluiram que os efeitos anticoccidianos da prépolis foram superiores aos

tratamentos com sulfa, sugerindo-a como opg¢éo no tratamento da coccidiose.

4. CONCLUSOES

A adigdo de 30mg de extrato de propolis a ragcéo foi mais efetiva em reduzir o
namero de ovos por gramas de fezes, demonstrando seu efeito antiparasitario e a

possibilidade de uso alternativo no controle da verminose ovina.
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CAPITULO 3 - PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE
CORDEIROS NATURALMENTE  INFECTADOS  POR
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS ALIMENTADOS COM
EXTRATO DE PROPOLIS NA RACAO

RESUMO - Avaliou-se o efeito do extrato de propolis sobre os parametros
hematoldgicos e bioquimicos, como forma de detectar uma possivel agédo tdxica do
mesmo, de 18 cordeiros lle de France (nove machos n&o -castrados e nove fémeas) dos
5 aos 15 kg de peso corporal. Os animais foram distribuidos em trés tratamentos,
constituidos por dietas isoprotéicas e isoenergéticas, com adigdo ao concentrado de 0,
15 e 30 mg de extrato de prépolis a 11%/kg de peso corporal. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em esquema de parcela subdividida no
tempo, considerando como parcela principal o esquema fatorial 3X2 (trés tratamentos e
dois sexos) e como subparcelas as datas de observagédo. As contagens globais de
hemacias, neutrofilos bastonetes e mondcitos, taxa de hemoglobina e o percentual de
hematécrito apresentaram efeito para interagdo entre os tratamentos e as datas de
observagdo. Nao houve diferengcas para as contagens de leucécitos, neutréfilos
segmentados e linfocitos, ja os eosinofilos variaram dentro do periodo de coleta. Em
relacdo aos parametros bioquimicos analisados, o extrato de prépolis ndo afetou as
concentracbes séricas de uréia, creatinina, albumina, bilirrubina direta e indireta, e
plasmatica de glicose. Ja os niveis séricos de proteinas totais e bilirrubina total diferiram
entre os tratamentos. Com base nos resultados, concluiu-se que a adicdo de extrato de
propolis as ragbes dos cordeiros ndo provocou alteracdes importantes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, que indicassem reagdes adversas a sua administracao,

além de ser uma possivel alternativa no controle da verminose em cordeiros.

Palavras-Chave: comedouros privativos, cordeiros, flavonéides, hemograma, niveis de

prépolis, perfil bioquimico.



1. INTRODUCAO

Alguns valores hematologicos e de composigéo sanglinea sdo de uso constante,
em especial para determinar o grau de alteragbes patologicas que podem ocorrer nas
anemias ou em outras enfermidades (BACILA, 2003); e os constituintes do soro
sanguineo, tém sido bastante utilizados em estudos metabolicos para auxiliar no
diagnostico dos animais (DOORNENBAL et al.,, 1983) por fornecer informacdes a
respeito da funcionalidade e do grau de lesdo celular. CIARLINI et al. (2000)
observaram que n&o havia relagdo entre a alta carga parasitaria e concentragdes
séricas de pepsinogénio, no periparto em ovelhas Suffolk e Ideal, concluindo que o
aumento da concentracdo sérica do pepsinogénio esta relacionada com a resposta
imune mais eficiente dos hospedeiros contra os nematédeos, apos sua imunode pressao
no periparto. Caréncias nutricionais podem ser verificadas em determinados estados
fisiologicos, através dos constituintes bioquimicos do sangue, PINHEIRO et al. (2002)
determinando os niveis séricos de proteina total, albumina, glicose, calcio e f 6sforo, de
ovelhas sem raca definida em diferentes estados fisiologicos na época da seca no semi -
arido nordestino e concluiram que durante a gestacdo e lactacdo, as ovelhas
apresentam uma caréncia protéica e de calcio, sendo necessaria uma suplementacéo.

A prépolis, substancia elaborada pelas abelhas a partir da colheita de resina de
plantas tem sido empregada na preparagédo de medicamentos em varias partes do
mundo. Muitos estudos ja demonstraram suas propriedades antifungicas, bactericidas e
bacteriostaticas, antiinflamatérias e cicatrizantes, entretanto alguns autores tém relatado
respostas exageradas ou inapropriadas do sistema imunologico frente a administracao
da propolis (GARCIA et al., 2004). Outros pesquisadores nao observaram reacdes
alérgicas ou sinais clinicos de intoxicagdo. SFORCIN (1996) ao estudar o perfil
bioquimico de ratos, por meio da determinagéo das concentragdes séricas de proteinas
totais, glicose, uréia, creatinina, triacilglicerois, colesterol e HDL -colesterol, bem como a
atividade especifica de transaminases (AST e ALT) e da desidrogenase latica (LDH),
ndo observou alteragbes importantes nas variaveis estudadas, indicando que a propolis

ndo apresentou efeitos colaterais, corroborando com GARCIA et al. (2004) que também



avaliaram o perfil bioquimico de coelhos, e concluiram que a adigdo de prépolis em
niveis de 0,03% de extrato seco, ndo provocou alteragbes bioquimicas séricas
importantes que pudessem indicar reagcbes adversas a sua administragéo.

Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar os parédmetros hematolégicos e
bioquimicos de cordeiros recebendo diferentes niveis de extrato de prépolis, como

forma de detectar alguma possivel agao tdéxica da mesma.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

Este experimento foi realizado no Laboratério de Apoio a Pesquisa, pertencente
ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, Unesp, Campus de Jaboticabal, SP.

2.2. Animais, niveis de propolis e instalacdes

Foram utilizados 18 cordeiros lle de France (nove machos nao castrados e nove
fémeas) dos 5 kg de peso corporal ao desmame (15 kg ), identificados com marcagéo
numerica na regiao lombar.

Os animais foram distribuidos em trés tratamentos : Controle (Ty), sem adigéo de
extrato de propolis a 11%; Tratamento 1 (T4), adicdo de 15 mg de extrato de propolis a
11%/kg de peso corporal e Tratamento 2 (T ), 30 mg de extrato de propolis a 11%/kg de
peso corporal.

As dietas eram isoprotéicas e isoenergéticas e os concentrados formulados de
acordo com o National Research Council (NRC,1985) e compostos por milho moido,
farelo de soja, farelo de trigo, nucleo mineral, fosfato b icalcico, calcario e sal iodado.

O extrato de prépolis era incorporado ao concentrado com o auxilio de

misturador Y, por dez minutos. Ao concentrado do tratamento controle também foi



adicionado solucgéo alcoodlica sem propolis, a fim de anular possiveis efeitos de alcool
residual nas variaveis estudadas. Na Tabela 1, encontra -se as composi¢des percentual

e bromatoldgica dos concentrados.

Tabela 1. Composi¢cdes percentual e bromatolégica das ragbes experimentais, expressas em
porcentagem da matéria seca (% MS).

Ingrediente (%)
Milho moido 54,60
Farelo de soja 24,50
Farelo de trigo 18,00
NUcleo mineral® 0,50
Fosfato bicalcico 0,10
Calcario 1,80
Sal iodado 0,50
Composicao bromatolégica Dieta’

D1 D2 D3
Matéria seca (%) 90,06 90,70 90,85
Proteina bruta (%) 19,45 19,79 19,11
Matéria mineral (%) 4,20 4,82 4,98
Fibra em detergente neutro (%) 24,70 24,26 23,82
Fibra em detergente acido (%) 6,11 5,66 5,21
Extrato etéreo (%) 2,65 2,77 3,03

"No= controle, sem adigao de extrato de propolis; N, = adicdo de 15 mg de extrato de propolis’kg de
peso corporal; N, = adigdo de 30 mg de extrato de prépolis/kg de peso corporal.

O extrato de propolis a 11% foi cedido pela Apis Flora Industria e Comércio Ltda,
de Ribeirdo Preto, SP, cujas analises fisico -quimicas e microbioldgicas realizadas nos
Laboratorios de Controle de Qualidade Fisico e Quimico (LAFIQ) e de Controle de
Qualidade Microbioldgico (LAMIC), conforme as especificagbes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), constam na Tabela 2.

Os cordeiros juntamente com suas méaes permaneciam no pasto das 07h30min,
as 16h, no pasto, quando eram recolhidos em instalagbes com piso ripado suspenso,
em baias com comedouros privativos individuais (creep feeding) para acesso dos
cordeiros, equipados com comedouro e bebedouro. Os comedouros e bebedouros das
ovelhas eram individuais, sem acesso dos cordeiros a ragédo das mesmas.

Os cordeiros recebiam os concentrados ao serem recolhidos do pasto, as 16h,
com ajuste diario para permitir 20% de sobra, as quais eram recolhidas e pesadas para

estimar o consumo individual de matéria seca.



Tabela 2. Analises fisico-quimicas e microbioldgicas do e xtrato de prépolis a 11%, conforme
especificagdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Caracteristica fisico-quimica Resultado Especificacao

Aspecto Conforme Liquido limpido, sem particulas
em suspensao.

Cor Conforme Ambar

pH 5,39 5,00-5,50

Densidade relativa 0,921 0,910-0,930

Teor Alcodlico 56 56-64%

Propriedade Antioxidante 14 Maximo de 22 segundos

Solidos soluveis 11,1 11,0 — 11,5% plv

Flavonodides totais 6,03 Minimo de 4,5 mg/mL

Caracteristica microbiolégica

Bactérias <100 Méaximo 10° UFC/mL

Fungos <100 Méaximo 10° UFC/mL

Aspergillus flavus Negativo

Aspergillus parasiticus Negativo

Bacillus cereus Negativo

Céandida albicans Negativo

Enterobacter sp Negat!vo Negativo

Enterococcus sp Negativo

Escherichia coli Negativo

Pseudomonas aeruginosa Negativo

Salmonella sp Negativo

Staphyloccus aureus Negativo

Atividade antimicrobiana 10 mg/mL

Micrococcus luteus S++++ Sensivel

Staphylococcus aureus S++++ Sensivel

2.3. Colheita de sangue

As colheitas de sangue foram realizadas ao inicio do experimento,
quinzenalmente, e quando os animais foram desmamados, ao atingirem 15 kg de peso
corporal.

As amostras de 15 mL de sangue foram obtidas por venipuntura jugular,
utilizando-se agulhas e seringas descartaveis e aliquotadas em fracdes de 3 mL com
anticoagulante  (acido etilenodiaminotetracético dissédico - EDTA a 10%) para
confeccao dos esfregacos e realizacdo do hemograma, os outros 3 mL de sangue, com

anticoagulante fluoretado, foram utilizados para dosagem de glicose, e os 9 mL



restantes, sem anticoagulante, para obtengdo do soro e posteriores analises
bioquimico-séricas.

As amostras destinadas a dosagem de glicose foram centrifugadas
imediatamente ap6s as colheitas, e aquelas destinadas a obtencdo do soro, até 30
minutos apds a colheita, sendo submetidas a 5000 rpm durante 10 minutos e o soro
sobrenadante recolhido em recipientes adequados, estocados e congelados a

temperatura de -20°C.
2.4. Parametros hematolégicos

A taxa de hemoglobina e as contagens globais de hemacias e leucécitos foram
obtidas com o auxilio do Contador Automatico de Células Sanglineas — CC-530 -
CELM®, com emprego de solucdo diluidora CELMVET ®©. Os esfregacos destinados as
contagens diferenciais dos leucdcitos foram fixados ao ar e corados em solugdo de
May-Grunwald/Giemsa - MGG (MATOS & MATOS, 1988).

O volume globular (VG) ou hematocrito (Ht) médio foi obtido pela técnica do
microhematécrito, cujos capilares foram preenchidos com amostras de sangue e
centrifugados a 11000 rpm, por cinco minutos, procedendo-se posteriormente a leitura
do volume globular ou hematécrito, contrastando o tubo capilar a um cartdo
padronizado, cuja escala indica a porcentagem de eritrécitos em relagdo ao volume
sanguineo total (VALLADA, 2002).

Para discussdo dos resultados serdo utilizados como referéncia os valores
citados por GARCIA-NAVARRO (2005) que definem como normal os valores que séo

apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Valores hematol6gicos de ovinos.

Série vermelha Valor
Hemoglobina (g/dl) 9,0-15,0
Hematocrito (%) 25-45
Hemécias (10%/ul) 9,0 -15,0
Série Branca
Leucécitos (/ul) 4000 — 12000
Neutrofilos
segmentados (/ul) 700 — 6000
bastonetes (/ul) raros
Linfocitos (/ul) 2000 - 9000
Mondcitos (/ul) 0-750
Eosindfilos (/ul) 0-1000

Basdfilos (/ul) raros

Adaptado de GARCIA-NAVARRO (2005).

2.5. Parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas dois meses apds as colheita e
estocagem do soro. Foram determinadas as concentrac¢des séricas de albumina
(método do verde de bromocresol), proteinas totais (método do biureto), creatinina
(método de Lustosa-Basques), bilirrubina direta e total (método de Sims-Horn), uréia
(método enzimatico UV), e plasmatica de glicose (método GOD-Trinder) mediante
utilizacdo de kits laboratoriais de uso comercial LABTEST ® As leituras das amostras
foram realizadas por espectrofotometria (espectrofotbmetro semi -automatico
LABQUEST®), com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste. A
bilirrubina indireta foi obtida pela diferenca entre as concentra¢des de bilirrubina total e
direta.

Para discussdo dos dados, considerou-se os resultados bioquimicos-séricos de
referéncia reportados por BLOOD & RADOSTITS (1991 ) e assim estipulados: creatinina
de 1,2 - 1,9 mg/dL, uréia de 8 — 2 mg/dL, proteinas totais de 6 - 7,9 g/dL, albumina de
2,4 - 3 g/dL, bilirrubina direta de 0 — 0,27 mg/dL, indireta de 0,0 — 0,12 mg/dL e total de
0,01 - 0,5 mg/dL, e plasmaticos de glicose de 50 - 80 mg/dL.



2.6. Andlises estatisticas

Para os resultados das analises dos parametros hematologicos e bioquimicos , o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema de
parcela subdividida no tempo, considerando como parcela principal o esquema fatorial
3X2 (trés tratamentos e dois sexos) e como subparcelas as datas de observacéo
(BANZATO & KRONKA, 1989). Os dados foram analisados pelos procedimentos de
andlise de variancia e a comparagcdo das médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o Sistema de Analises Estatisticas (SAS, 1996), de acordo
com o modelo matematico:

Yikm=M *+ Ti+ S;+ TS;+ ax; + D+ TDy+ SDj+ ejjum, onde

Yikm € a m-ésima observagéo no k-ésimo animal do j-ésimo sexo submetido ao i-ésimo
tratamento, avaliado no I-ésimo dia de coleta;

M € a média geral;

T; € o efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1,...,3);

Sjé o efeito fixo do j-ésimo sexo (j =1 e 2);

TS é o efeito da interagdo do i-ésimo tratamento com o j-€simo sexo;

akjj € o efeito do k-ésimo animal (k = 1,...,18) dentro da interag&o d o i-€simo tratamento
com O j-€SimOo Sexo;

D, € o efeito fixo do |-ésimo dia de coleta (I = 1,...,5);

TD; é o efeito da interagéo do i-ésimo tratamento com o I-ésimo dia de coleta;

SD; é o efeito da interagdo do j-ésimo sexo com o |-ésimo dia de coleta e,

ejxm O efeito residual, que inclui todas as demais fontes de variagbes ndo consideradas

no modelo, além do erro de determinacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores médios e os coeficientes de variagcao

para as contagens de hemacias (He), concentracdo de hemoglobina (Hb) e



porcentagem de hematécrito (Ht). As variaveis He, Hb e Ht apresentaram efeito de
interacao quando confrontados os tratamentos e as datas de observacéao (P<0,05).
Pode ser notado que as médias das contagens das hemacias dos cordeiros que
receberam o nivel mais alto de extrato de prdpolis se mantiveram dentro da faixa de
normalidade (GARCIA-NAVARRO, 2005), ao contrario daqueles submetidos aos
demais tratamentos que, com o passar do tempo, tiveram seus valores reduzidos e
inferiores aos de referéncia. A concentragcédo de hemoglobina do sangue dos cordeiros
que receberam os trés tratamentos reduziu com o passar dos dias de observagéo.
Embora abaixo dos valores considerados normais, a concentracédo de hemoglobina dos
cordeiros que receberam 30 mg de extrato de propolis na racao foi superior aquela dos

cordeiros submetidos aos demais tratamentos.

Tabela 4. Valores médios e coeficientes de variacéd o para hemacias, hemoglobina e hematécrito de
cordeiros alimentados com extrato de propolis na ragao.
Dia de Racao’

2 (o
Observagéao To Ty T, CV= (%)
Hemacias, 10°/uL 13,03
1 10171,66 abc 10908,33abc 11148,53ab
2 7626,66¢d 11755,00a 9341,66abcd
3 8193,33bcd 10420,00abc 10156,66abc
4 8363,33abcd 9278,33abcd 9683,33abcd
5 8804,70bcd 6298,33d 9160,00abcd
Hemoglobina, g/dL 10,36
1 8,48abc 9,31a 9,10ab
2 6,46¢ 9,30a 8,03abc
3 7,10bc 7,95abc 8,46abc
4 7,16bc 7,30abc 7,90abc
5 6,84c 7,27abc 7,60abc
Hematdcrito, % 9,38
1 36,00abcd 40,33a 39,83a
2 27,83d 39,00abc 34,16abcd
3 30,16d 33,66 abcd 35,33abcd
4 31,00cd 31,66bcd 33,30abcd
5 30,61cd 32,75abcd 31,50bcd

" To= controle, sem adico de extrato de propolis; T ; = adicdo de 15 mg de extrato de prépolis/kg de peso
corporal; T, = adigdo de 30 mg de extrato de prépolis/kg de peso corporal.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas e nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

*significativo (P < 0,05).

2CV = Coeficiente de variagao.



O hematdcrito ou volume globular expressa a porcentagem de massa eritrocitaria
de uma amostra de sangue periférico, podendo juntamente com a contagem global de
hemacias e taxa de hemoglobina, ser utilizado para identificacdo de um estado
anémico. O hematécrito ou volume globular dos cordeiros que receberam os trés
tratamentos situou-se dentro dos valores de referéncia para espécie (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

Na Tabela 5, constam as contagens dos leucécitos (LEU), neutréfilos bastonetes
(BAST), neutrofilos segmentados (SEG), linfécitos (LINF) e monécitos (MON).

Para as contagens de leucécitos, ndo houve efeito significativo (P>0,05) para a
interacao entre os tratamentos e as datas de observacao. As médias das contagens dos
cordeiros submetidos aos trés tratamentos podem ser consideradas normais para
espécie, que varia de 4000 a 12000 leucécitos/ UL de sangue. Os leucdcitos atuam em
processos de defesa inespecifica e especifica do organismo (GARCIA -NAVARRO,
2005).

Os neutréfilos bastonetes sé&o células jovens que possuem o nucleo ainda em
forma de bastdo, ndo segmentado, e por isso recebem esse nome (GARCIA -
NAVARRO, 2005). Sédo raros em ovinos, como confirmado neste ensaio, porém houve
efeito de interagéo dos tratamentos e data de observacao (P<0,05).

Para as contagens de neutréfilos segmentados e linfocitos ndo se o bservaram
diferencas (P>0,05), enquanto para os mondcitos houve efeito da interagdo tratamento
e data de observagcdo (P<0,05), embora os mesmos se encontrem dentro da
normalidade (Tabela 5). Os segmentados sdo neutrofilos adultos, cujo nucleo é formado
por varios lébulos unidos por filamentos de cromatina. Os linfécitos sdo as células da
série branca, formadas na medula 6ssea a nos érgaos linfaticos e os mondécitos séo
formados na medula 6ssea e classificados assim por serem mononucleares (GARCIA -
NAVARRO, 2005). As contagens de neutréfilos bastonetes apresentaram interacéo
entre tratamento e datas de observagdo e mostraram-se dentro das variagdes

fisiologicas, ndo evidenciando processos inflamatérios ou imunolégicos.



Tabela 5. Valores médios e coeficientes de variagao para leucocitos, bastonetes, segmentados,
linfocitos e mondcitos de cordeiros alimentados com extrato de propolis na ragéo.

Data de Racao' 2/0
observacao T, T, T, CVi(%)
Leucdcitos/ pL 26,21
1 6983,33a 7433,33a 6500,00a
2 6700,00a 8766,66a 6266,66a
3 6250,00a 6433,33a 7000,00a
4 6683,33a 7033,33a 6391,66a
5 6145,89a 7200,00a 5950,00a
Bastonetes/ uL 365,3
1 0,16ab 0,00b 0,00b
2 0,00b 0,50a 0,00b
3 0,00b 0,00b 0,16ab
4 0,00b 0,00b 0,00b
5 0,00b 0,00b 0,00b
Segmentados/ uL 40,01
1 25,66a 21,33a 27,50a
2 25,66a 37,00a 35,00a
3 31,16a 47,50a 22,50a
4 31,00a 35,14a 27,83a
5 26,96a 32,00a 36,50a
Linfécitos /uL 18,06
1 74,00a 76,66a 72,33a
2 74,00a 61,16a 92,83a
3 68,16a 52,50a 76,50a
4 68,16a 64,00a 71,16a
5 71,22a 65,50a 62,50a
Mondcitos/ yL 89,23
1 0,16bc 1,00abc 0,00c
2 0,00c 1,00abc 1,83a
3 0,33bc 0,00c 0,00c
4 0,83abc 0,50bc 0,00c
5 0,63abc 2,25ab 0,00c

" To= controle, sem adigdo de extrato de propolis; T, = adicdo de 15 mg de extrato de prépolis/kg de peso
corporal; T, = adicdo de 30 mg de extrato de prépolis/kg de peso corporal.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas e nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

*significativo (P < 0,05).

2CV = Coeficiente de variagao.

Na Tabela 6 constam os valores médios dos eosinéfilos, que foram influenciados
de acordo com o dia de observagdo (P<0,05), ou seja, variaram nos diferentes
momentos de coleta de sangue. Os eosindfilos sdo assim chamados em razdo de
apresentarem granulos intracitoplasmeéticos acidofilicos, sob a acdo de corantes
apresentam coloracdo amarela-laranja, também atuam em processos inflamatérios e de

hipersensibilizacédo do organismo. As médias das suas contagem estdo dentro da faixa



de referéncia (0 - 1000/ pL), considerada normal por GARCIA-NAVARRO (2005),
indicando que a prépolis ndo causou reagdes de sensibilidade nos cordeiros que

receberam niveis de propolis nas ragdes.

Tabela 6. Médias de contagem de eosindfilos (EOS) de cordeiros alimentados com extrato de prépolis
na ragao.
Dia de observagéo Eosindfilos/ L
0,05b
0,16ab
0,05b
0,00b
0,00a
Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
*significativo (P < 0,05).

AP OWON-=-

Os basofilos séo raros no sangue da espécie ovina (GARCIA -NAVARRO, 2005),
e sua contagem foi nula nas amostras de sangue dos cordei ros submetidos aos trés
tratamentos.

As meédias e os coeficientes de variagdo das concentracdes séricas de uréia,
creatinina, proteinas totais, albumina, bilirrubina total, direta e indireta, e plasmatica de
glicose podem ser visualizados na Tabela 7.

As concentragdes séricas de creatinina e uréia sao consideradas importantes
indicadores da funcao renal, por meio da excre¢céo do nitrogénio (FINCO, 1997). A
concentracdo de uréia no sangue reflete sua taxa de producgéo durante o catabolismo
de aminoacidos e sua excregao pelo rim, enquanto os niveis de creatinina no sangue
resultam dos balangos entre sua produgdo no musculo, resultado do catabo lismo da
creatina e sua excregéo renal (SFORCIN, 1996). Qualquer processo que induza um
aumento do catabolismo protéico pode resultar em elevagcdo na concentragédo
sanglinea de uréia (SATAKE, 2006). Os niveis de uréia nao tiveram efeito de
tratamento (P>0,05), porém os valores obtidos foram superiores aos considerados
normais (2,0 a 8,0 mg/dL), provavelmente devido a alimentagdo, que os
cordeiros estavam recebendo, constituida basicamente de concentrado com
teores de proteina bruta em torno de 19%; haja vista que a concentracdo de

uréia esta em relacdo direta com o aporte protéico da racédo. As concentragdes



de creatinina, embora ndo significativas (P>0,05), encontraram-se um pouco abaixo
dos valores de referéncia (1,2 a 1,9 mg/dL) para a espécie. SFORCIN (1996)
também nao verificou alteragdes nesse parametro, reforcando a auséncia de
injurias renais drasticas mediante a administracao de prépolis.

A glicose é uma boa indicadora do metabolismo de carboidratos, e seus niveis
no sangue podem ser alterados por fatores genéticos e ambientais, assim como pela
idade, temperatura corporal, alimentacdo e alguns medicamentos, entre outros,
segundo McLAUGHLIN & FISH (1994). Os niveis de glicose plasmaticos dos cordeiros
ndo tiveram efeito dos tratamentos (P>0,05), porém estdo acima dos valores de
referéncia (50 a 80 mg/dL), isso possivelmente devido a alimentagéo, rica em energia,
que os cordeiros recebiam (McLAUGHLIN & FISH, 1994) demonstrando um
desequilibrio entre seu consumo e sua absorc¢ao pela corre nte sangtinea. HOLLANDS
et al (1991) e SFORCIN (1996) nao observaram alteragdes nos niveis sanglineos de

glicose em ratos tratados com solug¢des hidroalcodlicas de prépolis.

Tabela 7. Valores médios para uréia, creatinina, glicose, proteinas totais, albumina, bilirrubina total,
bilirrubina total, bilirrubina indireta de cordeiros alimentados com extrato de prépolis na

racao.

. Racéo’ 2 /o
Parametro T T, T CV* (%)
Uréia (mg/dL) 30,96a 35,45a 32,15a 23,08
Creatinina (mg/dL) 0,92a 0,88a 0,91a 14,44
Glicose (mg/dL) 79,44a 81,30a 85,04a 15,08
Proteinas totais (g/dL) 5,31ab 5,49a 5,10b 9,12
Albumina (g/dL) 2,50a 2,58a 2,50a 10,93
Bilirrubina total (mg/dL) 0,79a 0,74a 0,40b 44,48
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,07a 0,04a 0,04a 165,39
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,78a 0,67a 0,66a 77,65

' T,= controle, sem adicdo de extrato de prépolis; T, = adigdo de 15 mg de extrato de propolis/kg de peso
corporal; T, = adi¢cdo de 30 mg de extrato de propolis/kg de peso corporal.

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

*significativo (P < 0,05).

’CV = coeficiente de variagao

As proteinas totais s&o sintetizadas pelo figado, e a sintese da albumina
realizada exclusivamente pelo parénquima hepatico e dentre suas fungbes incluem

cessao de aminoacidos para os tecidos, manutencdo da pressdo coloidosmética



coloidal, tamp&o para manutencdo do equilibrio acido -base, transporte de varias
moléculas ou ions, hemostasia, controle da resposta inflamatéria e participagdo na
resisténcia a infecgbes. A albumina é a mais abundante das proteinas plasmaticas,
compreendendo de 35 a 50 % da proteina total em mamiferos (THOMAS, 2000).

Houve efeito de tratamento (P<0,05) para as concentra¢des séricas de proteinas
totais, que se revelaram abaixo dos valores considerados normais (6 a 7,9 g/dL),
discordando de SFORCIN (1996) que n&o observou diferengas quanto ao conteudo
sérico de proteinas totais dos ratos estudados, apés o tratamento com prépolis.
Reduc¢des nos teores séricos de albumina e/ou proteinas totais podem estar associadas
a doengas renais ou hepaticas.

Ja os niveis séricos de albumina ndo diferiram (P>0,05) e as médias dentro da
normalidade para a espécie ovina (2,4 a 3 g/dL), concordando com as resultados de
GARCIA et al. (2004) que nao notaram alteracbes nas concentragbes de albumina das

coelhas estudadas.

A dosagem de bilirrubina sérica € um dos testes que permitem verificar a
funcionalidade hepatica, especialmente no que se refere a sua fungédo excretora. A
bilirrubina é um subproduto da degradagdo enzimatica da hemoglobina. Na corrente
sanglinea se apresenta nas formas conjugada (bilirrubina direta) e a ndo -conjugada
(bilirrubina indireta). Aproximadamente 80% da bilirrubina produzida pelos mamiferos &
derivada de eritrécitos velhos removidos da circulagdo pelo sistema mononuclear
fagocitario (TENNANT, 1997).

A concentracdo de bilirrubina total foi influenciada pelos tratamentos (P<0,05),
com menores médias para os cordeiros do tratamento 3 (30 mg de extrato de prépolis)
na ragédo. Ja os valores obtidos nos cordeiros do tratamento 2 e nos do tratamento
controle, nao diferiram estatisticamente (P>0,05), com todas as médias dentro da
normalidade.

Embora ndo tenha havido efeito de tratamento (P>0,05) nos niveis séricos de
bilirrubina direta; seus valores, além de estarem dentro da normalidade (0,0 a 0,27

mg/dL), foram numericamente menores no soro dos cordeiros que receberam o0s niveis



de 15 e 30 mg de extrato de prépolis. Aumentos na concentragéo de bilirrubina direta
estdo associados com doencas hepatocelular ou obstrugdo dos ductos biliares, o que
nao foi observado, confirmando o efeito hepatoprotetor da prépolis, reportado por
BANSKOTA et al. (2000).

As médias das concentracdes de bilirrubina indireta, ndo diferiram (P>0,05),
podendo-se observar, ainda, que os valores foram superiores aos de referéncia para a
espécie (0,0 a 0,12 mg/dL), embora o soro dos cordeiros que recebiam 30 e 15 mg de
extrato de prépolis tiveram valores numericamente inferiores (0,66 e 0,67 mg/dL,
respectivamente) ao do tratamento controle (0,78 mg/dL). Segundo BUSH (2004),
aumentos na concentragao de bilirrubina indireta estdo relacionados principalmente a

anemias hemoliticas.

4. CONCLUSOES

A adicao de extrato de propolis as ragdes dos cordeiros n&o provocou alteragdes
importantes nos parametros hematolégicos e bioquimicos, que pudessem indicar

reagOes adversas a sua administragao.
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