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RESUMO

Com o presente estudo objetivou-se avaliar a atividade anti-helmintica do extrato
bruto do bagaco de uva contra nematoides gastrointestinais de ovinos naturalmente
infectados, criados a pasto, por meio de testes in vivo. Foram realizados dois
estudos utilizando 30 ovinos em cada estudo, distribuidos em trés grupos com 10
animais cada, em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Estudo 1: foi
administrado extrato bruto do bagaco de uva na concentracdo de 184 mg/mL, na
dose de 1ml para cada 5kg de peso vivo no DO e 1mL para cada 1kg de peso vivo
no D14; Estudo 2: foi administrado extrato bruto do bagaco de uva, na dose de 1ml
para cada 1kg de peso vivo no DO e D14 na concentragédo de 494 mg/mL. Nos dois
estudos um grupo foi tratado no DO (inicio do estudo) com o anti-helmintico cloridrato
de levamisol 5% (RIPERCOL® L Solugéo) na dose de 5mg/kg de peso vivo; e outro
grupo como controle negativo sem tratamento. As amostras fecais foram coletadas
individualmente nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 no estudo 1 e até o dia 42 no estudo 2,
para avaliar o OPG (ovos por grama de fezes) por meio da contagem dos ovos
através da camara de McMaster. O percentual de reducdo do niumero de OPG (R-
OPG) dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle foi analisado por meio do
programa ‘Reso’ FECRT Analysis Program, version 2.0. Os resultados das
contagens de OPG foram analisados por ANOVA e comparados pelo teste de Tukey
(P <0,05) utilizando o programa SAS University Edition (versao 9.4). As andlises
realizadas demonstraram o0s seguintes resultados. No estudo 1, o percentual de
reducdo do Levamisol foi de 100% como controle positivo no D7 e 72% de reducao
do extrato bruto do bagaco de uva apds a primeira dose. Sete dias ap0s a segunda
dose do extrato, no D21, foi quando o extrato obteve sua maior redugdo com 89%,
indicando uma efetividade anti-helmintica. O grupo controle permaneceu com
médias de OPG crescentes até o D21, (DO, 1680; D7, 2145; D14, 2215 e D21,
3550), aumentando o desafio parasitario em ralacdo aos grupos tratados. No estudo
2, 0 grupo tratado com extrato mostrou efetividade sete dias apds a primeira dose
(90,5%), no dia 21 atingiu um percentual de R-OPG de 95,8%, mas sua maior
reducdo foi de 97,7%, 14 dias apdés a segunda dose do extrato (D28). O grupo
tratado com levamisol obteve R-OPG >95% do dia 7 ao 28. Os testes de toxicidade
nao apresentaram alteracdes ap6s a administracdo do extrato. Em relacdo aos
resultados da cultura de fezes e identificacdo de larvas de terceiro estagio (L3)
infectantes, no inicio do experimento 0s animais apresentaram uma maior
prevaléncia de Haemonchus spp em relacdo a Cooperia spp em ambos os estudos.
Pode-se afirmar que o extrato bruto do bagaco de uva, demonstrou acéo
antiparasitaria para nematdédeos gastrointestinais de ovinos nas diferentes
concentracfes estudadas, sendo mais eficaz na concentracao de 494 mg/mL e sem
apresentar sinais de toxicidade, sendo seguras para administracdo em ovinos.

Palavras-chave: Fitoterapia. Helminto. Parasitismo. Resisténcia a drogas.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the anthelmintic activity of the crude extract of
grape pomace against gastrointestinal nematodes of naturally infected sheep, raised
on pasture, through in vivo tests. Two studies were carried out using 30 sheep in
each study, divided into three groups with 10 animals each, in a completely
randomized design (DIC). Study 1: raw grape pomace extract was administered at a
concentration of 184 mg/mL, at a dose of 1ml for every 5kg of live weight on DO and
1mL for every 1kg of live weight on D14; Study 2: raw grape pomace extract was
administered at a dose of 1ml for each 1kg of live weight on DO and D14 at a
concentration of 494 mg/mL. In both studies, one group was treated on DO
(beginning of the study) with the anthelmintic levamisole hydrochloride 5%
(RIPERCOL® L Solution) at a dose of 5mg/kg body weight; and another group as
negative control without treatment. Fecal samples were collected individually on days
0, 7, 14, 21, 28 and 35 in study 1 and until day 42 in study 2, to assess OPG (eggs
per gram of feces) by counting eggs through McMaster chamber. The percentage of
reduction in the number of OPG (R-OPG) of the treated groups in relation to the
control group was analyzed using the 'Reso’ FECRT Analysis Program, version 2.0.
The results of OPG counts were analyzed by ANOVA and compared by Tukey's test
(P<0.05) using the SAS University Edition program (version 9.4). The analyzes
performed showed the following results. In study 1, the percentage of Levamisole
reduction was 100% as a positive control on D7 and 72% reduction in the crude
extract of grape pomace after the first dose. Seven days after the second dose of the
extract, on D21, the extract achieved its greatest reduction with 89%, indicating an
anthelmintic effectiveness. The control group remained with increasing means of
OPG until D21, (DO, 1680; D7, 2145; D14, 2215 and D21, 3550), increasing the
parasite challenge in relation to the treated groups. In study 2, the extract-treated
group showed effectiveness seven days after the first dose (90.5%), on day 21 it
reached an R-OPG percentage of 95.8%, but its greatest reduction was 97.7%, 14
days after the second dose of the extract (D28). The group treated with levamisole
obtained R-OPG >95% from day 7 to 28. The toxicity tests showed no changes after
the administration of the extract. Regarding the results of feces culture and
identification of infective third stage larvae (L3), at the beginning of the experiment
the animals showed a higher prevalence of Haemonchus spp in relation to Cooperia
spp in both studies. It can be said that the crude extract of grape pomace showed
antiparasitic action for gastrointestinal nematodes of sheep at the different
concentrations studied, being more effective at a concentration of 494 mg/mL and
without showing signs of toxicity, being safe for administration in sheep.

Keywords: Phytotherapy. Helminth. Parasitism. Drug resistance.
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1 INTRODUCAO

A producéo de ovinos (Ovis aries) é uma atividade praticada mundialmente,
no Brasil, sdo aproximadamente 19.715.587 de cabecas, das quais 69%
concentram-se na regido Nordeste. Respectivamente, Bahia, Rio Grande do Sul,
Pernambuco, Ceara, Piaui, e Rio Grande do Norte sdo os estados com maior
representatividade dessa atividade no pais (ANUALPEC, 2021).

A pratica, cada vez mais em expansao e, com perspectivas positivas para o
futuro, vem passando por transformacdes desde a década de 1990, gracas ao
aumento do poder aquisitivo, a abertura do comércio internacional, estabilidade
monetaria e uso de tecnologias que contribuem com o aumento significativo da
produtividade, tornando-se um cenario favoravel para o desenvolvimento da
atividade (MAGALHAES, 2017). Entretanto, o desenvolvimento da criacdo de
pequenos ruminantes € gravemente afetada por inUmeros fatores (SILVA, 2016).
Dentre eles, perdas significativas nos rebanhos decorrentes de patologias, como € o
caso de infec¢cdes causadas por nematoides gastrointestinais, que leva a perda de
peso dos animais e queda na produtividade, podendo evoluir para o 6bito; causando
consideravel impacto econbmico no setor de agronegocio (IDRIS et al., 2012;
CHAGAS et al., 2013; TOSCANO et al., 2018).

O controle dessas helmintoses €& basicamente realizado mediante anti-
helminticos com uso de drogas como oxfendazol, closantel, levamisole, ivermectina
e outros. Entretanto, o uso incorreto dessas drogas anti-helminticas, ocasionou o
surgimento de cepas de helmintos resistentes aos principais anti-helminticos ativos
disponiveis comercialmente (MOLENTO et al., 2004).

Sendo assim, novas pesquisas tem sido realizadas na busca por tratamentos
alternativos tais como a fitoterapia (KATIKI et al., 2017; SANTOS et al.,, 2018;
ABIDIA et al., 2018).

A utilizacdo de plantas pode ser uma alternativa para o tratamento de
helmintoses de ovinos e ja é realizada em muitos locais do mundo. Com isso, varios
pesquisadores tem se empenhado em estudos para avaliar a eficacia e a toxicidade
de plantas por meio de testes in vitro e in vivo com ovinos natural ou artificialmente
infectados (CARLIS et al., 2019; PIZA et al., 2019).
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As sementes oleaginosas de bagaco de uva consistem em 13 a 19% de
acidos graxos essenciais e cerca de 11% de proteinas e 60 a 70% de carboidratos
nao digeriveis, aléem de conter antioxidantes ndo fendlicos na forma de tocoferois e
betacarotenoides (YU, et al. 2013). Além disso, o bagaco de uva é rico em
fitoconstituintes, como flavonoides, saponinas e taninos, que possuem muitas
propriedades bioldgicas, incluindo atividade anti-helmintica (PINTAC, et al. 2018,
WILLIAMS, et al. 2014, VILLALBA et al. 2010, D’ADDABBO et al. 2011).

Dada a necessidade de desenvolver novas alternativas para o controle das
infeccbes por nematoides gastrointestinais, este estudo avaliou a atividade anti-
helmintica do extrato hidroetandlico de bagaco de uva em ovinos naturalmente

infectados, sendo este um produto sustentavel e natural.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar a eficacia do extrato hidroetandlico
de bagaco de uva no controle das helmintoses gastrointestinais de ovinos

naturalmente infectados criados a pasto por meio de testes in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a eficicia anti-helmintica do extrato hidroetandlico de bagaco
de uva sobre helmintos de ovinos por meio da reducdo na contagem de ovos por
grama de fezes (R-OPG).

. Avaliar os géneros de helmintos sensiveis e resistentes por meio da
coprocultura e identificacdo de larvas de terceiro estagio.

. Analisar parametros bioquimicos para avaliar possivel toxicidade

referente ao extrato hidroetandlico em maior dosagem.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Helmintos Gastrointestinais em Ovinos

Os géneros dos nematoides gastrointestinais de maior ocorréncia no estado
de Sdo Paulo sdo Haemonchus SP, Trichostrongylus spp, Cooperia spp,
Oesophagostomum spp e Strongyloides spp, sendo 0os nematoides gastrointestinais
da familia Tricostrongilideos os que apresentam maior importancia e patogenicidade
nas infeccdes (AMARANTE, 1995).

Os Trichostrongylus em infec¢cdes severas causam grave enterite. Quando
instalados no intestino delgado causam necrose do epitélio e alimentam-se do
contetdo das células epiteliais necrosadas (ANDRONICOS et al., 2012). Os sinais
clinicos da Cooperia e dos Strongyloides séo similares aos do Trichostrongylus. O
Oesophagostomum columbianum é responsavel por causar a formacdo de nédulos
no tecido e, por este motivo, recebem o nome de helmintos nodulares (AMARANTE,
2005; TAYLOR et al., 2016). O Haemonchus contortus € considerado o nematoide
mais patogénico e também aquele com mais relatos de resisténcia anti-helmintica
(ALMEIDA et al., 2010; CINTRA et al., 2016; REINIGER et al., 2017). E 0 mais
prolifero, e sua fémea é capaz de liberar entre 5.000 a 15.000 ovos morulados que
sao eliminados junto com as fezes do hospedeiro para o ambiente (URQUHART et
al., 1998; EMERY at al., 2016).

Em condicdes ideais de temperatura, pH e umidade as larvas de estagio L1 e
L2 desses helmintos evoluem para L3 (infectantes) que sdo bastante méveis e
migram para a pastagem. A contaminagdo dos ovinos acontece pelo consumo das
L3 junto com a pastagem (GARCIA, 2007; MONTEIRO, 2010). As larvas L3
apresentam cuticula proveniente do estagio anterior, cuja funcdo é proteger contra
alteracdes ambientais e impede a alimentacéo da larva, tornando-a dependente dos
nutrientes acumulados anteriormente (ZAJAC, 2006; EMERY et al., 2016). No
momento que as L3 infectam seus hospedeiros, a partir de sua ingestdo, elas
passam para o abomaso (estbmago) e penetram na mucosa onde atinge o estagio
L4 apds 48 horas. No estagio L4 as larvas ja se alimentam de sangue e retornam ao
lume do abomaso para evoluirem ao estagio L5, em seguida atingem o estagio
adulto. Nessa fase cada adulto se alimenta em média de 0,05 mL de sangue

diariamente, na fase adulta comec¢a a ovoposi¢do o que da sequéncia ao ciclo de
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vida do helminto (URQUHART et al.,, 1998; MONTEIRO, 2010; TAYLOR et al.,
2016).

3.2 Desenvolvimento da Resisténcia Anti-helmintica

No inicio da década de 1980, com o langamento das lactonas macrociclicas,
endectocidas de amplo espectro (avermectinas e milbemicinas) largamente
utilizados em animais domésticos, houve uma chamada revolucdo no mercado de
produtos veterinarios para o controle de helmintos (GEARY et al. 2005). Porém, com
o tempo, varias formulacdes contendo avermectinas foram liberadas no mercado
com o preco reduzido levando ao uso indiscriminado e, consequentemente, a
selecdo de populacdes resistentes de endo e ectoparasito. A utilizacdo incorreta e
indiscriminada desses produtos e a falta de conhecimento sobre aspectos
epidemioldgicos do agente parasitario pelos produtores tém provocado o surgimento
de resisténcia dos nematddeos, ou seja, a selecdo dos helmintos a acdo dos
medicamentos utilizados podendo apresentar-se como um dos principais problemas
sanitarios na cadeia de producao animal (PAIVA et al., 2001).

Os primeiros relatos de resisténcia no Brasil ocorreram na década de 1960 no
estado do Rio Grande do Sul (SANTOS; GONCALVES, 1967). Indicando que a
resisténcia ndo era um problema em um rebanho isolado e sim um problema em
disseminacao (WALLER, 1997; MELO et al., 1998).

E extremamente importante que haja sucesso no controle dessas infeccdes
nos sistemas de producgdo baseando-se em um bom conhecimento da epidemiologia
basica, das particularidades regionais e o tipo dos sistemas produtivos (CEZAR et
al., 2010).

Devido a problematica da resisténcia anti-helmintica, vem crescendo o
interesse em desenvolver e utilizar outros métodos de controle das helmintoses.
Uma das alternativas tem sido o uso de extratos vegetais como anti-helmintico
natural (MOLENTO et al., 2004).

3.3 Fitoterapicos e Fitoconstituintes no Controle Anti-Helmintico

Desde a antiguidade, plantas medicinais séo utilizadas para o tratamento de

diversas doengas. Estudos revelam que entre os anos de 5.000 e 2.800 a.C, o
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homem j& realizava o cultivo de cereais e fazia uso de algumas plantas medicinais.
As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obtencdo de moléculas com
propriedades farmacologicas. No entanto, a fitoterapia € o tratamento de
enfermidades através de vegetais frescos, drogas vegetais ou extratos vegetais
(OLIVEIRA, et al., 1997).

O uso de fitoterapicos com finalidade profildtica ou curativa passou a ser
oficialmente reconhecido pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude) em 1978,
quando recomendou a difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para seu
uso. De acordo com a OMS, 80% da populacdo mundial utilizam préticas tradicionais
no que se refere a atencdo primaria na saude e 85% dessa parcela utiliza plantas ou
preparacdes a base de vegetais (MAIOLI-AZEVEDO et al., 2007).

O uso de produtos naturais esta relacionado a alguns fatores, dentre eles:
efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e incorreto de
medicamentos sintéticos. Devido a isto, a fitoterapia é uma alternativa viavel para a
maioria dos brasileiros. (ALBUQUERQUE et al., 1989).

Nas ultimas décadas, as plantas tém sido usadas como uma fonte promissora
de moléculas alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos para o0
tratamento de céancer, dor, infeccdes e infestagcbes parasitarias. Os metabdlitos
secundarios sao compostos organicos produzidos pelas plantas e nao estdo
diretamente relacionadas com seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo,
porém garantem vantagens para manutencao de sua vida e perpetuacao da espécie.
(SANTOS et al., 2007).

As propriedades bioldgicas ou toxicidade exibidas pelas plantas estédo
relacionadas diretamente a natureza e quantidade de seus fitoconstituintes. Sendo
assim, a acao anti-inflamatéria de muitas plantas medicinais normalmente esta
associada a presenca de flavonoides, compostos polifendlicos e lignanas (KUMAR et
al., 2013).

Vérios grupos de pesquisa em todo o mundo realizaram estudos sobre a
utilizacao de plantas e extratos para o tratamento de helmintos gastrointestinais em
ovinos. Esses estudos demonstraram a importancia desta area de pesquisa como
alternativa no controle da infeccdo (SOLDERA-SILVA et al., 2018).

A atividade anti-helmintica dessas plantas esta geralmente associada a
presenca de taninos (KATIKI et al.,, 2017). No entanto, alguns estudos vém

ressaltando a atividade em plantas ndo-taniferas como por exemplo Cymbopogon
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citratus, cujas propriedades anti-helminticas estdo relacionadas a outros tipos de
componentes contidos em oOleos essenciais (MACEDO et al., 2015).

Nos estudos de Krychak-furtado (2006), obteve-se reducdo de 47% no
namero de ovos de trichostrongilideos eliminados nas fezes nos testes in vivo em
ovinos, administrando-se extrato de Pterocaulon interruptum por via oral, na
dosagem de 33,34 mg/kg de peso corporal. JA a administracdo de Dicksonia
sellowiana em forma de pd seco, obteve-se 86,59% de reducdo de ovos dos
nematoides gastrointestinais na dose de 5000 mg/kg, no 10° dia apds administracao
do produto.

Brito jr et al. (2011), observou uma reducdo do OPG de 90% ap6s 60 dias de
tratamento em ensaios in vivo com ovinos infectados utilizando a batata — de — purga
(Ipomonea purga).

A Artemisia absinthium foi avaliada em condi¢cdes in vivo e in vitro com
resultados semelhantes em ambos os testes, obtendo efetividade no extrato
etandlico a 2g/kg com reducdo do OPG de ovelhas infectadas por H. contortus de
90,46%, resultado semelhante ao albendazol (TARIQ et al., 2009). Extratos hexanico
e etanodlico da semente de manga (Mangifera indica) foram testados contra ovos de
H. contortus. O extrato etandlico inibiu 95,66% da eclosdo dos ovos na concentracéo
de 50 mg/ml, enquanto o extrato hexanico fornecido na mesma concentracdo, nao
apresentou significancia (COSTA et al,. 2002). Ensaios in vitro e in vivo foram
realizados com a erva-lombrigueira (Spigelia anthelmia), planta bastante utilizada no
Brasil para tratamento de helmintoses. A acdo anti-helmintica foi comprovada
nestes ensaios por Ademola et al. (2007). Em estudos in vivo com a uva-turca
(Phytolacca octandra), mostraram que o consumo do extrato da planta inibiu 72% do
OPG segundo Villegas et al. (2012).

Oliveira et al. (1997) e Girdo et al. (1998) avaliaram algumas plantas com
atividade anti-helmintica no nordeste do Brasil, sendo elas: Cucurbita moschata,
Momordica charantia, Mentha sp., Carica papaya, Jathropha curcas, Scoparia
dulces, Spigelia anthelmia, Melia azedarach e Musa spp. Apresentando resultados
relevantes com reducao de até 96% de OPG.

No Brasil, as espécies da familia Piperaceae séo localizadas de Norte a Sul,
com boa ocorréncia no Estado do Rio de Janeiro (SUNILA et al., 2004). Estudos
fitoquimicos de espécies de Piperaceae tém levado ao isolamento de metabdlitos

especiais das vias biossintéticas do chiquimato, acetato-mevalonato e mista, com



19

destaque para as substancias isoladas do género Piper (amidas, lignanas,
neolignanas, arilpropanoides, flavonoides, cromenos). Na literatura, registra-se
também a ocorréncia de derivados do acido benzoico e seconeolignanas
(Peperomia), e derivados catecolicos (Piper, secdo Pothomorphe) (MARQUES et al.,
2011).

O jaborandi-falso (Piper aduncum) foi avaliado em ensaio in vitro sobre a
eclodibilidade dos ovos de helmintos com concentracao letal para matar 50% (CI50)
de 2,4 mg/mL, entretanto a planta ndo foi avaliada em ensaios in vivo (OLIVEIRA et
al., 2014). Em outro estudo, utilizando alho desidratado adicionado a mistura mineral
na concentracdo de 2% (aproximadamente 8 mg/kg/peso/vivo/dia) no controle de
nematdédeos, em que se observou a reducdo de OPG de 47,3% (BIANCHIN et al.,
1999).

As plantas medicinais surgiram como uma alternativa ao uso de anti-
helminticos sintéticos, pois contém fitoquimicos com propriedades anti-helminticas,
como saponinas, flavonoides e taninos (OLIVEIRA et al., 2017; MENGISTU, et al.,
2017). Estes fitoquimicos estdo presentes em quantidades consideraveis nos
residuos, como por exemplo da uva a partir do processamento industrial da uva para
a producao de sucos e vinhos (PINTAC et al., 2018).

No geral, os compostos fendlicos exercem atividade anti-helmintica contra
uma ampla gama de nematoides, devido as amplas variacbes estruturais que
apresentam (SPIEGLER et al., 2017). Estes compostos podem atuar por dois tipos
de mecanismos: ligar-se a proteinas livres reduzindo a disponibilidade dos nutrientes
resultando em morte das larvas por inani¢céo, ou ligar-se a cuticula das larvas, rica
em glicoproteinas, e causar sua morte (ATHANASIADOU et al., 2001).

Estudos de Soares et al. (2018) mostraram que no extrato de bagaco de uva
o conteudo fendlico total foi de 3,95 mg / g (equivalente em &cido tanico) em 100 mg
de bagaco seco, o que correspondeu a 4,2% do conteudo fendlico total na matéria
seca. E o teor de tanino total foi de 1,92 mg / g (acido tanico equivalente) em 100 mg
de bagaco seco, o que correspondeu a 2,03% do teor de tanino total na matéria
seca.

Estudos de Nistor et al. (2014), descobriram que o bagaco de uva € seguro e
pode ser adicionado a alimentacdo de ruminantes a taxas de até 100 g / kg / dia
como uma boa fonte nutricional. Ele contém fitoquimicos com propriedades anti-

helminticas, incluindo acido galico, galocatequina, epigalocatequina e resveratrol.
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Soares et al. (2018), demonstraram a atividade anti-helmintica do extrato de
bagaco de uva in vitro, que inibiu com sucesso a eclosdo, desenvolvimento e
mobilidade dos estégios de vida livre de H. contortus. Os resultados obtidos neste
estudo demonstram que o extrato de bagaco de uva € uma fonte potencial de
compostos bioativos com propriedades ovicidas e larvicidas significativas.

Em pesquisa conduzida por LeShure (2014), o extrato de bagaco de uva
resultou em 100% de inibicdo da eclosédo de ovos em larvas de terceiro estagio. Os
resultados indicaram que o0 bagaco de uva teve eficacia na diminuicdo da
eclodibilidade dos ovos de helmintos, bem como na viabilidade do helminto em
ambiente in vitro.

Cash et al. (2016), mostraram que o0 uso do extrato organico de uva Pinot Noir
como anti-helmintico natural em cordeiros, pode ser eficaz para o controle das
helmintoses e aumentar o desempenho desses animais, mas afirma serem

necessarias mais pesquisas para complementar o estudo.

A fitoterapia pode trazer grandes beneficios ao produtor, consumidor e meio
ambiente. Porém mesmo plantas medicinais necessitam de recomendacdes, pois se
ingeridas exageradamente podem intoxicar o animal. Nesse caso faz-se necessario

comprovacao cientifica da seguranca de sua utilizacao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo dos Extratos

O bagaco da uva, variedade Maximo IAC 138-22 foi fornecido por um enélogo
da regido de Jales (Séao Paulo, Brasil), um residuo da producédo de vinho e suco de
uva, o bagaco é constituido de casca e semente. O bagaco passou pelo processo de
secagem em forno de circulacdo de ar a 50 °C e posteriormente, triturado e
armazenado em congelador. Foi realizada a pesagem do produto (500g) seco e
triturado e homogeneizado em um frasco contendo 2L de etanol (70%). O frasco foi
mantido durante 5 dias em temperatura ambiente. Apos 5 dias o material foi filtrado
por meio de papel filtro e em seguida rotaevaporado, conforme a técnica
preconizada por Simdes et al. (1999); esse processo foi repetido varias vezes até
obtencdo do volume necessario para administrar nos animais. No estudo 1, a

concentracéo obtida foi de 184mg/mL de extrato bruto de bagaco de uva e no estudo
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2, uma concentracdo de 494mg/mL. Os residuos foram mantidos no congelador até
0 USO.

O uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais da
Faculdade de Engenharia da UNESP / Dracena, de acordo com as normas
internacionais de uso de animais em pesquisa (certificado de autorizagdo numero:
06/2020.R1 - CEUA).

4.2.1 Estudo 1: coleta de fezes e exames coproldgicos

O ensaio foi desenvolvido no periodo de maio a junho de 2021, em uma
fazenda no municipio de Ouro Verde — Séao Paulo (latitude 21°27'16" sul, longitude
51°42'49"oeste), foram utilizados 30 ovinos da raca Santa Inés, machos e fémeas
adultos que permaneceram todo o0 experimento em piquetes de Uruchloa
decumbens.

Foi realizada a distribuicdo dos animais de forma homogénea em 3 grupos (2
tratamentos e 1 controle) constituido por 10 animais cada, em um delineamento
inteiramente casualizado (DIC).

O grupo 1, controle positivo recebeu cloridrato de levamisol 5% (RIPERCOL®
L Solucédo) na dose de 5 mg/kg de peso vivo.

No grupo 2 foi utilizado o extrato do bagaco de uva a 184 mg/mL sob a dose
de 1 mL para cada 5 kg de peso vivo no DO e outra no D14, sob a dose de 1 mL
para cada 1 kg de peso vivo.

E o terceiro grupo, como controle negativo ndo foi administrado o anti-
helmintico ou o extrato, permanecendo como controle para avaliar a variacdo na

contagem de ovos por gramas de fezes (OPG).

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal nos
dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35. No dia 0 seguido da coleta os animais foram tratados com
os produtos utilizados e no dia 14 novamente foi fornecido o extrato bruto do bagaco
de uva aos animais do grupo 2.

A determinacdo da reducdo do OPG (R-OPG) dos grupos tratados foi
calculada através das médias aritméticas 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds os tratamentos

em relagdo ao OPG do grupo controle no mesmo dia. A eficacia dos produtos foi
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estimada segundo Coles et al. (1992); Eficacia = (1- [OPGt/OPGc] ) x 100
OPGt = OPG do tratamento
OPGc = OPG do controle

4.2.2 Estudo 2: coleta de fezes e exames coproldgicos

O ensaio foi realizado em animais oriundos da mesma propriedade, no
periodo de novembro a dezembro de 2021, utilizando 30 ovinos da raca santa Inés,
machos e fémeas, com peso médio de 34kg, que permaneceram todo o experimento
no mesmo piquete. Foram pesados e identificados individualmente no dia O (zero),
coletadas amostras fecais para determinacdo do niamero de ovos de helmintos por
grama de fezes (OPG) e posterior distribuicdo dos animais de forma casualizada em
trés tratamentos.

O grupo 1, controle positivo recebeu cloridrato de levamisol 5% (RIPERCOL®
L Solucao) na dose de 5 mg/kg de peso vivo.

No grupo 2 foi utilizado o extrato do bagaco de uva a 494 mg/mL sob a dose
de 1 mL para cada 1 kg de peso vivo no DO e outra no D14.

E o terceiro grupo, como controle negativo ndo foi administrado o anti-
helmintico ou o extrato, permanecendo como controle para avaliar a variacdo na
contagem de ovos por gramas de fezes (OPG).

As coletas das fezes doram realizadas aos 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias,
diretamente da ampola retal de cada animal para realizacdo de exames
coproldgicos.

Em ambos os estudos, as fezes foram acondicionadas em sacos plasticos
dentro de uma caixa de isopor com gelo reciclavel para o material permanecer
conservado até o laboratério e 14 foram mantidos em uma geladeira para
conservacao até o momento das analises.

Semelhante ao estudo 1, os exames coproldgicos foram realizados por meio
da contagem de ovos por gramas de fezes (OPG), no laboratorio de Parasitologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnolégicas (UNESP/ Campus de Dracena).
Sendo a quantificagdo realizada através da camara de McMaster (GORDON;
WHITLOCK, 1939) e posteriormente foi realizada a cultura de larvas pela técnica de
(ROBERTS; O SULLIVAN, 1950) e identificacdo por meio da chave de KEITH, 1953.
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A determinacdo da reducdo do OPG (R-OPG) dos grupos tratados foi
calculada através das médias aritméticas 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias apdés 0s
tratamentos em relacdo ao OPG do grupo controle no mesmo dia. A eficacia dos
produtos foi estimada segundo COLES et al. (1992); Eficacia = (1- [OPGt/OPGc] ) x
100

OPGt = OPG do tratamento

OPGc = OPG do controle

4.3 Analise dos Parametros Bioquimicos

As técnicas bioquimicas foram realizadas no laboratério “solugao vet exames
laboratoriais” de Dracena, apenas dos animais que foram submetidos ao extrato
bruto do bagaco de uva do estudo 2 para analise de possivel toxicidade. Foram
realizadas 4 coletas de sangue (5 mL) a cada 7 dias (DO, D7, D14 e D21) por meio
de venopuncédo da veia jugular externa em tubos de vaccutainer contendo ativador
de coagulo, para retracdo e obtencdo do soro as amostras foram centrifugadas
durante 15 minutos a 5000 rpm.

Em seguida, o soro foi separado, dividido em aliquotas, reservado em tubos
plasticos com tampa (eppendorfs) e congelados para posteriormente serem feitas as
analises laboratoriais (DORETTO, 1996). A atividade sérica de enzimas hepaticas,
como AST (aspartato aminotransferase) e GGT (gama glutamil transferase), foram
monitoradas para detectar danos no figado.

4.4 Andlise Estatistica

O percentual de reducdo do niumero de ovos por gramas de fezes (R-OPG)
para cada grupo foi estimado comparando o OPG do grupo controle com o do pés
tratamento utilizando as médias aritméticas das contagens de OPG antes e ap0s o
tratamento, por meio do programa ‘Reso’ FECRT Analysis Program, version 2.0
(WURSTHORN; MARTIN, 1989).

A avaliagédo da eficacia anti-helmintica do material testado foi confirmada por
meio da porcentagem de R-OPG maior ou igual a 95%, segundo a classificagao do
indice de eficacia proposto pela World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/transferases
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Os resultados das contagens de ovos por grama de fezes (OPG) foram
analisados por ANOVA e comparados pelo teste de Tukey (P <0,05) utilizando o

programa SAS University Edition (versao 9.4).

5 RESULTADOS

5.1 Estudo 1: Extrato na Concentragdo de 184 mg/mL.

No inicio do estudo (DO), os trés grupos apresentaram médias semelhantes
na contagem de ovos por grama de fezes, o que reflete a homogeneidade dos
grupos e apontando um desafio parasitario, ja que os trés grupos (tratado com
levamisol, tratado com extrato de uva e controle) demonstraram carga helmintica
superior a 1000 ovos por grama de fezes, com médias de OPG de: 1805, 1320 e
1680, respectivamente.

Considerando os resultados das médias de OPG, o grupo tratado com extrato
de uva e o grupo controle, ndo se observou diferenca estatistica (p<0,05), nos dias 7
e 14.

O percentual de reducdo de ovos por grama de fezes (R-OPG), no dia sete,
foi de 72% no grupo tratado com o extrato de bagaco de uva (sete dias apos a
primeira administracdo na concentracdo de 184 mg/mL, sob a dose de 1 mL para
cada 5 kg de peso vivo), ja os animais submetidos ao controle quimico convencional
(Levamisol) o percentual de R-OPG foi de 100% como controle positivo, com média
de OPG 0.

No dia 14, quando foi administrado a segunda aplicagéo no grupo tratado com
extrato sob a dose de 1 mL para cada 1 kg de peso vivo, este grupo apresentou uma
discreta reducdo do OPG (de 600 para 575) em comparacdo com a coleta anterior,
nao diferindo estatisticamente. J& o grupo tratado com Levamisol apresentou uma
menor redugédo de OPG, de 100% para 98,1%, demonstrando ainda alta efetividade
anti-helmintica, ndo diferindo estatisticamente.

Sete dias apos a administracdo da segunda dose do extrato (D21), foi quando
0 grupo tratado com extrato de uva obteve sua maior reducéo de ovos por grama de
fezes (89%), os animais tratados com Levamisol obtiveram uma média de 99,3%,
ndo diferindo estatisticamente. As médias de OPG e as eficacias calculadas dos

produtos testados estao descritas na tabela 1.
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Tabela 1. Médias aritméticas das contagens de OPG dos grupos tratados e

percentual de reducdo do OPG de cada grupo.

Dias de Levamisol Extrato de Uva Controle

coleta OPG R-OPG % OPG R-OPG % OPG
DO 1805 b - 1320 b - 1680 a
D7 0 Aa 100 600 Ba 72 (-18;93) 2145 Bab
D14  40Aab 98,1 (91;100) 575 ABa 73,2 (2;93) 2215 Bab
D21 25Aa 99,3 (93;100) 390 Aa 89 (67;96) 3550 Bb
D28 0 Aa 100 640 ABa 63,4 (-5;87) 1749 Ba
D35 75 Aab 93 (74;98) 1120 Bb -4,7 (-289;72) 1070 Ba

Legenda: Levamisol — Cloridrato de Levamisol 5% (dose de 5mg/kg). Extrato de Uva —
Extrato de bagaco de uva em etanol a 184mg/ml. Controle — sem administracdo de anti-
helmintico, R-OPG - Percentual de reducdo; Entre parénteses: Intervalo de confianca.
Letras mailsculas entre as médias de cada tratamento; e letras minUsculas nas médias
entre os dias de aplicagdo indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

No dia 28, quatorze dias apds a segunda dose do grupo tratado com o
extrato, ndo apresentou diferenca estatistica (D28 = 640 OPG) em relacdo a
encontrada no sétimo dia apds o primeiro tratamento (D7 = 600 OPG), aumentando
na coleta seguinte (D35 = 1120 OPG). Nao foi observada diferenca significativa
entre 0 grupo controle negativo e o grupo tratado com extrato no dia 35,
diferentemente do grupo controle positivo que apresentou diferenca significativa em
relacdo aos dois grupos.

Pode-se verificar que os animais tratados com o extrato de uva, até o final do
periodo experimental apresentaram valores inferiores de OPG em relagdo ao grupo
controle.

O grupo controle permaneceu com médias crescentes desde o DO (1680) até

o D21 (3550) promovendo o desafio parasitario para todos grupos (figura 1).



26

Figura 1. Dinamica da contagem de ovos por gramas de fezes dos trés grupos
durante 35 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo tratado com extrato apresentou uma leve queda na média de OPG
apos a primeira aplicacdo, depois se manteve constante e a partir do D28
apresentou um aumento relevante, diferente do grupo tratado com levamisol que
apresentou uma queda acentuada logo no inicio e a partir do D35 demonstrou um
aumento.

Observa-se que o grupo controle no D14 a curva sobe abruptamente e se
mantem durante todo o estudo superior aos demais grupos.

Em relacdo aos resultados da cultura de fezes e identificacdo de larvas de
terceiro estagio (L3) infectantes, no inicio do experimento os animais apresentaram
uma maior prevaléncia de Haemonchus spp em relacdo a Cooperia spp apos a
segunda coleta (D14) sé predominou larvas de Haemonchus ssp em todos os

grupos como descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Porcentagem de larvas de helmintos gastrointestinais de ovinos
observadas durante as coletas, através da coprocultura dos tratamentos com
Cloridrato de Levamisol 5% na dose de 5 mg/kg de peso vivo, extrato bruto do

bagaco de uva na concentracao de 184mg/mL de peso vivo e controle.

Larvas de Helmintos Gastrointestinais (%)

Dias
Levamisol Extrato de Uva Controle
DO H97% C3% H93% C7% H89% C11%
D7 - H100% H98% C2%
D14 H100% H100% H100%
D21 H100% H100% H100%
D28 - H100% H100%
D35 H100% H100% H100%

Legenda: H — Haemonchus, C — Cooperia. Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo tratado com extrato de uva e com Levamisol, no inicio do
experimento apresentou larvas de Haemonchus spp e Cooperia, apés 7 dias houve
predominéancia 100% de Haemonchus ssp até o D35, enquanto que no grupo
controle houve no DO e D7 presenca de Haemonchus ssp e Cooperia, e a partir do

D14 prevaleceu somente larvas de Haemonchus ssp.
5.2 Estudo 2: Extrato na Concentracdo de 494 mg/mL.

No inicio do estudo 2 (D0), os trés grupos apresentaram médias semelhantes
na contagem de ovos por grama de fezes, o que reflete a homogeneidade dos
grupos e apontando um desafio parasitario, jA que todos os grupos demonstraram
carga helmintica maior que 1000 ovos por grama de fezes, descrito na tabela 3.

A partir do D7 ja observamos que o grupo tratado com extrato ndo teve
diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo tratado com
levamisol e estes dois grupos se diferiram estatisticamente do grupo controle, isso

foi observado até o D42.
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O percentual de redugcéo de ovos por grama de fezes (R-OPG) dos grupos
tratados (extrato e levamisol) no dia 14 foram de 91,9% e 96,5% respectivamente.

Tabela 3. Médias aritméticas das contagens de OPG dos grupos tratados e

percentual de reducédo do OPG de cada grupo.

Dias de Levamisol Extrato de Uva Controle

coleta  opg R-OPG % OPG R-OPG % OPG
DO 1100 c - 1015 a - 1075 b
D7 20 Ba 98,1 (83;100) 100 Bb 90,5 (69;97) 1055 Ab
D14 30 Ba 96,5 (91,;99) 70 Bb 91,9 (74;97) 860 Aab
D21 65 Bab 93,9 (73;99) 45 Bb 95,8 (88;99) 1065 Ab
D28 35 Ba 96,7 (84;99) 25 Bb 97,7 (86;100) 1075 Ab
D35 55 Bab 92,1 (83;96) 55 Bb 92,1 (78;97) 700 Aab
D42 175 Bc 63,9 (41;78) 155 Bb 68 (34;84) 485 Aa

Legenda: Levamisol — Cloridrato de Levamisol 5% (dose de 5mg/kg). Extrato de Uva —
Extrato de bagaco de uva em etanol a 494mg/ml. Controle — sem administracdo de anti-
helmintico, R-OPG - Percentual de reducdo; Entre parénteses: Intervalo de confianca.
Letras mailsculas entre as médias de cada tratamento; e letras minUsculas nas médias
entre os dias de aplicacdo indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey com p<0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando os resultados das médias de OPG, o grupo tratado com extrato
apresentou queda progressiva em seus valores a cada coleta, no dia 21 essa média
foi de 45 OPG, atingindo um percentual de R-OPG de 95,8%, mas sua maior
reducao foi de 97,7%, 14 dias apds a segunda dose do extrato (D28), semelhante ao
grupo tratado com levamisol que teve um percentual de 96,7%.

No D35 os grupos tratados com extrato e levamisol atingem a mesma média
de OPG (55), apresenta um aumento em suas médias, e consequentemente
reducado dos valores do percentual de R-OPG.

E no ultimo dia de coleta (D42), o valor de OPG do grupo tratado com
levamisol diferiu da coleta anterior demonstrando um aumento significativo de suas
médias (175), ja o grupo controle n&o diferiu do D7 ao D42, obteve um percentual de
reducdo de 68% no D42



29

Como podemos observar na figura 2, o grupo tratado com levamisol
apresentou uma queda acentuada logo no inicio do estudo e a partir do dia 35

comecou a elevar a média de OPG.

Figura 2. Dinamica da contagem de ovos por gramas de fezes dos trés grupos

durante 42 dias.
—4&— Levamisol == Extrato de Uva Controle
1200
1000
800
600

400

200

DO D7 D14 D21 D28 D35 D42

Fonte: Elaborado pelo autor.

No dia 7, o grupo tratado com extrato apresentou uma consideravel queda na
média de OPG apoés a primeira aplicacao, depois se manteve constante, no dia 28
houve mais uma queda, e no dia 42 apresentou um aumento relevante.

No grupo controle ocorreu uma queda no D14 e logo em seguida um aumento
no numero de OPG e a partir do dia 28 foi observado uma queda, que se manteve
durante todo o estudo a cima dos demais grupos.

A cultura de fezes e identificacdo de L3 infectantes, no inicio do experimento
0S animais apresentaram uma maior prevaléncia de Haemonchus spp em relagéo a

Cooperia spp, como descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Porcentagem de larvas de helmintos gastrointestinais de ovinos
observadas durante as coletas, através da coprocultura dos tratamentos com
Cloridrato de Levamisol 5% na dose de 5 mg/kg de peso vivo, extrato bruto do

bagaco de uva na concentracdo de 494mg/mL de peso vivo e controle.

Larvas de Helmintos Gastrointestinais (%)

Dias
Levamisol Extrato de Uva Controle

DO H80% C20% H84% C16% H73% C27%
D7 H100% H100% H69% C31%
D14 H100% H100% H64% C36%
D21 H100% H100% H81% C19%
D28 H100% H100% H94% C6%
D35 H100% H100% H100%
D42 H100% H100% H100%

Legenda: H — Haemonchus, C — Cooperia. Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo tratado com Levamisol e extrato, a partir do dia sete, houve
predominancia sé de Haemonchus spp até o final do estudo. Ja o grupo controle, do
dia zero ao dia 28, apresentou larvas de Haemonchus spp e Cooperia e a partir do

dia 35, prevaleceu somente Haemonchus spp.

5.2.1 Andlise dos parametros bioquimicos

Devido a maior concentracdo do extrato bruto de bagaco de uva utilizada no
estudo 2, foram avaliadas variaveis bioquimicas conforme os padrdes de referéncia
preconizados por Kaneko at al., (2008), um dos mais citados na literatura, descritos

na Tabela 5.
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Tabela 5 - Parametros bioquimicos em ovinos tratados com o extrato bruto do

bagaco de uva a 494 mg/mL.

ANIMAIS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Unidade

DO 53 27 27 29 61 31 53 36 40 36 ul

GGT
D7 53 55 33 42 63 42 59 48 44 40 ul

Ref.
D14 55 53 40 33 48 36 48 42 38 36 ul

(20-52)

D21 55 44 38 36 21 12 50 38 44 38 ul
DO 131 162 132 99 148 131 83 167 150 131 ul

AST
D7 122 139 125 110 124 106 82 139 132 129 ul

Ref.
D14 36 137 124 122 139 36 80 122 124 150 ul

(60-280)

D21 127 204 117 131 106 89 78 132 125 124 ul

Legenda: GGT (Gama Glutamil Transferase), AST (Aspartato Aminotransferase) e REF
(padréao de referéncia segundo KANEKO et al., 2008). pl (microlitro). Fonte: Elaborado pelo
autor.

A GGT apresentou-se alterada desde o DO em trés animais, um deles
continuou alterada até o ultimo dia, os outros dois normalizaram a partir do D14
segundo os valores de referéncia, porém, no presente estudo, ndo houve alteracéo
apos a administracdo do extrato.

Os valores de AST nao apresentaram alteracdes comparando os valores
antes e apoés a utilizacdo do extrato de bagaco de uva, permanecendo dentro dos
pardmetros de referéncia indicando que ele ndo apresentou possivel
hepatotoxicidade na concentracdo e na dose utilizada.

O tratamento com o extrato bruto do bagaco de uva ndo aponta alteracées

nas funcdes hepaticas como observado por meio dos parametros bioquimicos.

6 DISCUSSAO

6.1 Estudo 1: Extrato na Concentragdo de 184 mg/mL.

O uso de 6leos de plantas e extratos, como o0 bagaco de frutas, tem sido
amplamente estudado como uma alternativa aos anti-helminticos no tratamento de

helmintos gastrointestinais em ovinos (WAGLAND et al., 1992), pois podem ser
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fontes de fitoconstituintes, que apresentam varias propriedades bioldgicas (DJILAS
et al., 2009), assim como o extrato de bagaco de uva escolhido para o presente
estudo.

No presente estudo, foi possivel observar uma efetividade do extrato
hidroetandlico a partir do 14° dia apos a primeira administracdo do extrato. Segundo
Coles et al. (1992) e Martin et al. (1985) se o tempo para avaliacdo de R-OPG for
inferior a 10 dias pds-tratamento, a producéao de ovos podera ser anulada, levando a
superestimacdo da eficacia anti-helmintica, por esse motivo, a recomendacédo é
coletar amostras de fezes 10 a 14 dias apés o tratamento.

Nossos resultados foram semelhantes aos do estudo realizado com o extrato
bruto hidroalcodlico de janauba (H. drasticus) que em condi¢cdes in vivo
apresentaram efetividade na dose de 250mg/kg com reducdo do OPG em ovinos
naturalmente infectados de 84,93% (LIMA, et al., 2011). Krychak-furtado (2006) que
trabalhou com Dicksonia sellowiana na forma de po, ofertada para ovinos
naturalmente infectados na dose de 5g/kg de peso corporal, encontrou 86,06% de
reducdo de ovos fecais. Também encontra semelhanca com os resultados de
Gathuma et al., (2004) avaliando Artemisia anthelmintica e Igbal et al., (2005)
trabalhando com Colotropis procera ofertadas naturalmente para ovinos
naturalmente infectados e obtiveram reducéo de 89,8% e 88,04%, respectivamente,
na contagem de ovos nas fezes.

ApoOs sete dias da segunda administracdo do extrato hidroetandlico (D21), foi
observado o resultado mais expressivo para este tratamento, em relagdo ao grupo
controle, indicando uma moderada efetividade podendo o produto ser registravel. O
regulamento técnico para licenciamento e/ou renovacdo de licenca de produtos
antiparasitarios de uso veterinario, criado pelo Ministério da agricultura, pecuaria e
abastecimento (MAPA), os testes de eficacia para novos registros de produtos séo
considerados altamente efetivo valores de R-OPG > 98%, efetivo (90 - 98%),
moderadamente efetivo (80 - 89%) e insuficientemente ativo (< 80%) quando o
produto ndo é possivel ser registravel (MAPA, portaria n ° 48, de 12 de maio de
1997).

Resultados semelhantes foram apresentados por Silva et al. (2005) ao
avaliarem a acéo in vivo do extrato hidroalcodlico de capim santo (Cymbopogon
citratus) sobre nematdédeos de ovinos na concentracdo de 20mg/kg, tendo sido
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verificado significancia na diminuicéo de ovos fecais 10 dias apds a administracéo do
extrato.

Os resultados de nosso estudo (89%) foram superiores aos 70,4% de reducao
de ovos nas fezes descrita por Oliveira et al. (1997) quando trabalharam com folhas
de Musa spp. incorporadas na alimentacdo de caprinos e também do indice de
75,9% relatado por Nogueira et al. (2009) na reducdo do OPG de ovinos tratados
com M. charantia na dose de 4g/kg do peso corporal.

Assim como o grupo controle positivo tratado com levamisol mostrou-se
efetivo até o 28° dia, com reducdo de OPG entre 98,1 a 100%, ap6s administracdo
do produto, estudos semelhantes de Melo et al. (2003) e Lima et al. (2010) reportam
eficacia anti-helmintica do levamisol em ovinos criados no Ceara e Pernambuco
apresentando mais de 90% de reducdo de OPG, respectivamente. Ramos et al.
(2002) e Duarte et al. (2010) relataram a eficacia do Levamisol em ovinos, no estado
de Santa Catarina e S&o Paulo, respectivamente.

Em relacdo a cultura de fezes e identificacdo das larvas, o grupo controle
permaneceu com predominancia de Haemonchus spp, mostrando constante
desafios parasitarios aos grupos experimentais e a auséncia de fatores extra-
tratamentos na reducdo de OPG, semelhante ao estudo de Molento et al. (2004). O
Haemonchus contortus € o helminto com maior prevaléncia e patogenicidade
verificado em rebanhos ovinos (SILVA et al., 2003; AMARANTE et al.,, 2004) em
regides tropicais. Beriajaya (2006) afirma que o efeito patogénico de Haemonchus
contortus resulta da incapacidade do hospedeiro de compensar a perda de sangue,
se a perda exceder a capacidade hematopoiética, a anemia progressiva leva o
animal rapidamente a morte.

A partir de entdo, muitos estudos mostraram a predominancia parasitaria de
Haemonchus sp. em ovinos tratados com levamisol (FERNANDES et al., 2004;
RAMOS et al., 2004; ROSALINSKI-MORAES et al., 2007; SCZESNY-MORAES et
al., 2010), como também determinado neste trabalho.

Segundo Coles et al. (1992), valores de R-OPG igual ou maior que 95% &
considerado adequado como produto anti-helmintico, porém os valores de R-OPG
do grupo tratado com o extrato indicaram uma eficacia maxima de 89%, mas como
ja mencionado de acordo com o MAPA e a portaria n ° 48, de 12 de maio de 1997,
ele é considerado um produto de efetividade moderada e pode ser registrado como

produto anti-helmintico.
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Com base na observacdo do comportamento da acdo do extrato
hidroetandlico, foi sinalizada a necessidade da realizacdo de um 2° estudo utilizando
maior dosagem e com analise dos parametros bioquimicos para verificar possivel

toxicidade.

6.2 Estudo 2: Extrato na Concentragao de 494 mg/mL.

No estudo 2, o tratamento com extrato de bagaco de uva demonstrou efetivo
para novos registros de produtos, desde o 7° dia ap6s a primeira dose (D7), até o
D35, segundo o regulamento técnico para licenciamento e/ou renovacgdo de licenca
de produtos antiparasitarios de uso veterinario, criado pelo Ministério da agricultura,
pecuaria e abastecimento (MAPA, portaria n ° 48, de 12 de maio de 1997). Mas foi
no D21 (sete dias apds a segunda dose) que o extrato foi considerado adequado
como produto anti-helmntico segundo Coles et al. (1993).

O tratamento com extrato permaneceu efetivo até o 35° dia, apresentando
efetividade semelhante ao fosfato de levamisol. Resultados semelhantes foram
observados com a utilizacdo de Nauclea latifélia, que apresentou eficacia anti-
helmintica no extrato aquoso da casca administrado em ovelhas naturalmente
infectadas, a porcentagem de reducéo (93,8%) com a dosagem de 1600 mg/kg do
extrato foi comparavel a 5 mg/kg de albendazol (94,1%) (ONYEYILI et al., 2001).

Nossos resultados foram semelhantes ao estudo com extrato da Artemisia
absinthium em condi¢des in vivo com dados aos quais apresentaram efetividade no
extrato etanolico na dose de 2 g/kg com reducdo do OPG de ovelhas infectadas por
H. contortus de 90,46% (TARIQ et al., 2009) e também dos indices de 94,17 e
96,95% de reducédo anti-helmintica observada por Almeida et al. (2007) utilizando os
fitoterapicos de M. charantia e C. pepo em caprinos. Em estudo testando extratos
hexanico e etanolico da semente de manga (Mangifera indica) em ovos de
Haemonchus spp foi observado que o extrato etandlico inibiu 95,66% da eclosao dos
ovos a 50mg/ml comparado ao extrato hexanico fornecido na mesma concentragéo,
porém, ndo apresentou significancia entre os tratamentos (COSTA et al., 2002).

Em relagéo a cultura de fezes e identificacdo das larvas, o Haemonchus spp
foi predominante em todos os grupos, mostrando constante desafios parasitarios

pois é considerado o helminto economicamente mais importante para a producéo de
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pequenos ruminantes, principalmente por ser hematéfago, promovendo a diminuigéo
dos valores globular médio levando a quadros de anemia (GUO et al., 2016).
Conforme os dados obtidos no estudo dois, pode-se afirmar que o extrato
bruto do bagaco de uva na concentracédo de 494 mg/mL foi eficaz apos sete dias da
segunda dose, apresentando reducdo de 95,8% no periodo de avaliacdo pOs-
tratamento, diferente do primeiro estudo que néo atingiu a reducdo a cima de 95%

devido a concentracao do extrato.

6.2.1 Analise dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos analisados ndo demonstraram alteracdes com
relacdo aos padrdes de referéncia apés a aplicacao do extrato.

Com excecdo a trés animais que ja vinham com a GGT alterada antes da
aplicacdo, dois destes animais apresentaram valores dentro dos padroes de
referéncia apés a segunda aplicacdo do extrato e outro animal continuou com a
enzima alterada até o final do estudo.

Assim como a administracdo do extrato bruto do bagaco de uva neste estudo,
outro estudo semelhante utilizando extrato de propolis, as enzimas GGT e AST nao
apontaram um efeito toxico aos ovinos (BAUNGRATZ, A. R., 2019).

A GGT possui maior atividade no cortex renal, medula renal, pancreas,
glandula mamaria e figado, sofrendo variagcdes consequentes e significativas em
doencas hepatobiliares de ruminantes (BRAUN, J. P. et al. 1983).

A AST é seguramente utilizada como indicador de danos nos tecidos
hepaticos. Em ruminantes € o principal indicativo de danos hepéticos e transtornos
metabdlicos (GONZALEZ, 1998). E mais restrita aos hepatocitos em comparacao
com a GGT que pode ser encontrada em quase todos o0s tecidos corporais,
principalmente pancreas e rins (THRALL et al., 2015). Por isso a importancia de

avaliarmos a hepatotoxicidade do extrato através dos parametros bioguimicos.

7 CONCLUSAO

O extrato bruto do bagagco de uva, demonstrou agdo antiparasitaria para

nematdédeos gastrointestinais de ovinos nas diferentes concentragfes estudadas,
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sendo mais eficaz na concentragcdao de 494 mg/mL e sem apresentar sinais de

toxicidade, sendo seguras para administragdo em ovinos.
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