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“Quando uma pessoa tem uma razao para viver,

geralmente encontra como viver”

Friedrich Wilhelm Nietzsche
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RESUMO

O experimento, para avaliar a utilizacdo de prépolis em dietas de cdes, foi conduzido
em trés etapas. A primeira, baseada em dois ensaios de digestibilidade aparente, com o
objetivo de avaliar o efeito da inclusdo de diferentes extratos e concentraces de
propolis sobre a digestibilidade da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato
etéreo acido (EEA), extrativo ndo-nitrogenado (ENN), além da energia metabolizavel
(EM), de dietas para cdes Beagles adultos. Em ambos os ensaios, foram utilizados dez
caes, distribuidos em um delineamento em quadrado latino 5x5 (cinco dietas versus
cinco periodos) com duas repeticbes por periodo. Para o primeiro ensaio foram
avaliados diferentes extratos de propolis SLNC106, SLNC206, SLNC109 e SLNC209,
mais a dieta referéncia sem adicdo de propolis. Para o segundo ensaio, 0 extrato
SLNC206 foi adicionado em diferentes concentragdes: 0, 20, 40, 60 e 80 mL, diluidos
em 2 L de 6leo de soja e adicionado a um volume de 75 kg de dieta. No primeiro ensaio,
a inclusdo do extrato SLNC209 diminuiu o valor do coeficiente de digestibilidade
(CDA) da MS. Ja no segundo ensaio, a inclusdo crescente do extrato de propolis
melhorou linearmente os valores de CDA da PB, EEA, ENN, MS e EM das dietas. Para
a segunda e terceira etapas, foi utilizada uma dieta comercial (Nova D+), com ou sem
suplementacdo do extrato de propolis (SLNCZO6/SL49(P')), a qual forneceu um teor de
flavonoides de 0,11 mg/kg de peso vivo por dia. A segunda etapa consistiu em avaliar o
efeito da suplementacdo de extrato de propolis sobre o consumo de alimento dos cées;
condicdo corporal: peso vivo, escore corporal e mensuragdo de tecido adiposo
subcutaneo na regido lombar; condigdo bioldgica: indice de proliferacdo de linfocitos,
resposta vacinal contra o virus da cinomose canina, hemograma, concentracao sérica de

fosfatase alcalina, creatinina, colesterol total e triacilglicerol (TAG) e caracteristicas das

Y patente: Pl 05063930
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fezes: escore, odor e microbiologia. Foram utilizados 16 cdes Beagles com 11 meses de
idade, durante um periodo de cinco meses, distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos, dieta-controle versus dieta com
prépolis. Os animais que receberam a dieta com extrato de prdpolis apresentaram maior
reducdo no peso, na espessura de tecido adiposo subcutaneo, na concentracdo de
colesterol total e maiores valores de unidades formadoras de colonias nas fezes. No
entanto, para as caracteristicas: consumo, escore corporal, avaliacdo clinica, titulagdo da
resposta vacinal, indice de proliferacdo de linfécitos, concentracdo serica de fosfatase
alcalina e creatinina, escore e odor fecal ndo foram observados diferencas entre os
grupos. A terceira etapa teve o objetivo de avaliar, em cées, o efeito da inclusdo de
extrato de propolis sobre a palatabilidade e primeira escolha da dieta. Foram utilizados
20 cdes das racas Beagle, Siberian Husky, Labrador Retriever e Basset. O experimento
teve duracdo de trés dias, totalizando 60 repeti¢des. A adicdo de extrato de propolis na

dieta melhorou a palatabilidade e aumentou a porcentagem de primeira escolha.

Palavras-chave: aceitabilidade, digestibilidade, energia metabolizavel, fezes, nutri¢do de

caes, palatabilidade, tecido adiposo subcutaneo



ABSTRACT

The experiment to evaluate the propolis utilization in dogs’ diet was carried out in three
stages. The first stage was based on two digestibility trials with aim of evaluating effect
of propolis inclusion in different concentrations and extracts on apparent digestibility of
dry mater (DM), crude protein (CP), acid ether extract (AEE), nitrogen free extractives
(NFE), and metabolizable energy (ME), of diets for adult Beagles. In both trials ten
dogs were distributed in Latin square design 5x5 (five diets versus five periods) with
two replicates per period. At first trial were used different extracts SLNC106,
SLNC206, SLNC109 and SLNC209, plus reference diet without propolis’ addition. For
second trial, the propolis extract SLNC206 was added in different concentrations: 0, 20,
40, 60 and 80mL dilutes in two liters of soybean oil and added to 75 kg of the diet. In
the first trial the inclusion SLNC209 extract decreased apparent digestibility coefficient
(ADC) of DM. In the second trial, the increasing inclusion of propolis extract improved
linearly ADC of CP, AEE, NFE, DM and ME diets. For second and third stage, it was
used a commercial diet (Nova D+), with or without propolis extract
(SLNC206/SL49®Y) inclusion, which provided a total flavonoid content of 0.11 mg/kg
of bw per day. The second stage had objective to evaluate the effect of propolis extract
on diet intake; body condition: body weight (bw), body score and tissue subcutaneous
fat in the lumbar region; biological condition: index proliferation of lymphocytes,
vaccination response against canine distemper virus, hemograme, serum alkaline
phosphotasis, creatinine, total cholesterol and triacylglycerol (TAG) and faeces
characteristics: score, odour and microbiology. Sixteen beagle dogs, 11 months-old
each, were used for five months, randomly divided in two groups, control diet versus

propolis extract diet. The group fed with propolis extract showed a greater reduction in

®Y patent: P1 05063930
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weight, thickness of the subcutaneous fat and total cholesterol at the end of the
experiment. Higher values of colony-forming unit in faeces of dogs fed with propolis
extract diet were observed. However, the characteristics: intake, body score, clinical
assessment, vaccine response, lymphocyte proliferation index, serum alkaline
phosphatasis and creatinine, score and faecal odour did not differ between both groups.
Third stage evaluated, in dogs, the effect of the propolis extract inclusion in the dog diet
on the palatability and first choice. Twenty dogs of different breeds were used, Beagle,
Siberian Husky, Labrador Retriever and Basset Hound. The trial lasted three days,
totalising 60 repetitions. The propolis extract inclusion in diet increased the palatability
and higher first choice percentage.

Key Words: acceptability, digestibility, metabolizable energy, faeces, dog nutrition,

palatability, subcutaneous adipose tissue



| - INTRODUCAO

1.1 PROPOLIS

A propolis € um dos muitos produtos naturais que vem sendo utilizado durante
séculos pela humanidade. Os egipcios conheciam as propriedades antiputrefativas da
prépolis e empregavam para embalsamar cadaveres. Além disso, foi reconhecida por
suas propriedades medicinais por médicos gregos e romanos como Aristoteles,
Dioscorides, Plinio e Galeno (Capasso & Castaldo, 2002).

De acordo com Salatino et al. (2005), a prépolis comegou a ser apreciada como
meio para tratamento de problemas de salde nos anos de 1950 e 1960 na ex-Unido
Soviética e em paises do Leste da Europa, como Bulgéria, Republica Tcheca e Polénia.
Na metade dos anos 80, no entanto, a prépolis tornou-se um importante produto na
medicina alternativa e complementar, tendo, atualmente, o Japdo como o principal
importador, com preferéncia pela propolis brasileira.

No Brasil, o interesse pela propolis aconteceu somente na década de 80 com o
trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer, demonstrando as propriedades terapéuticas
da prépolis e sua utilizacdo como antibiotico natural (Lima, 2006).

O nome prépolis se deve aos gregos que ja a utilizavam, significando pr6 = defesa
e polis = cidade. Hoje, sabe-se que a abelha participa ativamente da produgdo de
propolis, ndo s6 recolhendo as secrecBes das plantas, mas transformando-as através de
enzimas salivares.

A propolis é uma substancia resinosa e balsdmica, que possui coloragdo e
consisténcia diversas, variando de marrom ao verde escuro. E produzida pelas abelhas,
que utilizam substratos extraidos de diversas partes das plantas, como brotos, botdes

florais e exudatos resinosos, sendo transportados para dentro da colmeia, contribuindo



para o fechamento das frestas, e reduzindo a entrada de ventos frios e ataque de
inimigos naturais, como fungos e bactérias (Marcucci, 1999).

O consumo de propolis no mundo é estimado em cerca de 700-800 toneladas/ano
(Da Silva et al., 2006) e o Brasil € o segundo maior produtor mundial, logo seguido da
China (Lima, 2006).

Em paises de clima temperado sdo poucas as plantas que produzem a substancia
resinosa fortemente adesiva, que é coletada e transformada pelas abelhas. No Brasil ha
uma grande variedade de plantas produtoras dessa resina, logo ¢é possivel a producédo de
diversas prépolis como a propolis verde ou marrom esverdeada, amarela, amarela
escura, castanho escuro, castanho claro e mais recentemente a vermelha (Burdock,
1998; Park et al., 2000; Trusheva et al., 2006).

As caracteristicas da prépolis (cor, sabor, odor, consisténcia, composi¢do quimica
e atividade bioldgica) variam conforme a espécie vegetal, o clima predominante,
estacfes do ano (Marcucci, 1995) e a espécie da abelha (Bankova et al., 1992; Soler et
al., 1995; Koo & Park, 1996).

Dessa forma, a composicao da propolis é variavel, encontrando-se alteracfes de
acordo com o tipo de vegetacdo predominante na regido. A maioria dos pesquisadores
concorda que a base de sua composi¢do é de 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de
ceras, 5-10% de Gleos essenciais, 5% de grao de polen (Park et al., 2002).

Também foram encontrados teores consideraveis de flavonoides, &cido cafeico
(Szewezark & Goddy, 1984), aminoéacidos, principalmente arginina e prolina (Gabrys et
al., 1988), além de microelementos como aluminio, célcio, estrdncio, ferro, cobre,
manganés, vanadio, silicio, magnésio, titanio, bromo e pequenas quantidades de
vitaminas B1, B2, B6, C e E (Park et al., 2002).

Até o momento, ja foram identificados mais de 200 compostos quimicos na
prépolis. Dentre os quais, flavonoides como a galangina, quercetina, pinocembrina e
kaempferol, acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpenoides e
fenilpropanoides (acidos cafeico e clorogénico), esteroides, alcoois (cindmicos,
fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico), aminoacidos (arginina, prolina),
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e outros compostos em pequenas
quantidades. O maior grupo é dos flavonoides, assim como minerais e vitaminas
(Greenaway et al., 1990; Bankova et al., 1992). De todos esses grupos de compostos, 0
que vem chamando mais atencdo dos pesquisadores é o dos flavonoides (Park et al.,
2000; Barth et al., 2004; Volpi & Bergonzini, 2006; Sousa et al., 2007).



Segundo Franco et al. (2000), o teor de flavonoides da propolis da regido de
Maring4, Estado do Parana, variou entre 2,05% a 5,52% nos periodos de inverno a
verdo, respectivamente. As substancias que predominam na composi¢do da propolis,
embora quimicamente distintas, nas propolis de uma e outra regido, sdo sempre de
natureza fenolica e com propriedades antissepticas (Salatino, 2009).

Aos flavonoides e aos &cidos fenodlicos sdo atribuidas as propriedades
antibacteriana, antiviral, antioxidante, antifungica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
antitumoral, imunomodulador, antiprotozoario, entre outras. Esse potencial biologico se
deve a um sinergismo que ocorre entre 0s muitos constituintes da propolis (Markham et
al., 1996; Matsuno, 1997; Marcucci et al., 2001).

Além de todas as caracteristicas mencionadas, a prépolis esta sendo utilizada,
frequentemente, na area da medicina humana e animal, com obtencdo de bons
resultados (Ghisalberti, 1979). Dentre os produtos apicolas, a prépolis vem despertando
interesse pelo potencial benéfico, originando, assim, importante ramo da medicina
denominado apiterapia (Funari et al., 1998).

Apesar da grande importancia atribuida a propolis, sdo poucas as pesquisas
existentes na area (Oliveira et al., 2004; Stradiotti Junior et al., 2004a,b; Freitas et al.,
2009).

1.2 COMPOSICAO QUIMICA DA PROPOLIS

As propriedades bioldgicas da propolis estdo diretamente ligadas a sua
composicdo quimica, e € o maior problema para o uso da prépolis em fitoterapia. Visto
gue sua composicdo quimica varia com a flora da regido (brotos, cascas, galhos,
exsudatos e menos importante, botbes florais), época da colheita e espécie da abelha.
No caso brasileiro, também o grau de "africanizacdo" da Apis melifera pode influenciar
a sua composicao.

Somente no caso do Brasil sdo descritas propriedades bioldgicas e composicdo
guimica distintas para diferentes amostras, coletadas em diferentes partes do pais. Essa
variacdo e facilmente explicada pela grande biodiversidade brasileira. Ha grande
controversia em relagdo ao teor de flavonoides nas amostras brasileiras (Pereira et al.,
2002).

Bankova et al. (1995) concluiram que as prépolis brasileiras tém baixa

concentragdo de flavonoides e ésteres de &cidos fendlicos, possuindo altas



concentragdes de &cido dihidroxicinamico, acetofenonas preniladas e alguns terpendides
especificos. Bankova et al. (2000) citam que os flavonoides sdo importantes

componentes presentes na propolis.
1.2.1 Compostos fendlicos

Em termos de acdo farmacoldgica, a principal classe de constituintes da prépolis é
a dos compostos fendlicos. Essas substancias caracterizam-se pela presenca de, pelo
menos, um grupo hidroxila, ligado diretamente a um anel aromatico (Figura 1)
(Marcucci, 1998).
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Figura 1 — Estrutura do fenol comum, ou &cido fénico, o mais simples dos compostos
fendlicos.
Fonte: Adaptado de Marcucci (1998).

Existem diversas classes de compostos fenolicos, entre eles os acidos fendlicos,
com os acidos benzoicos: cafeico, cumarico e ferulico, e os flavonoides, como a

apigenina, o canferol e a quercetina (Marcucci, 1998).
1.2.1.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos sdo constituidos por um nucleo béasico hidroxifenilpropenoico
conforme demonstrado na Figura 2. Os &cidos fendlicos podem ser divididos em trés
grupos (Figura 3). O primeiro € composto pelos acidos benzoicos, que possuem sete
atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na
natureza. O segundo é formado pelos acidos cinamicos, que possuem nove atomos de
carbono (C6-C3). O terceiro grupo é representado pelos acidos fenolicos que, além de
se apresentarem sob uma forma natural, podem também se ligar entre si ou com outros
compostos. A combinacdo mais importante destes acidos ocorre com o acido cafeico, o
qual, associado a um alcool-acido ciclico, denominado &cido quinico, origina o acido

clorogénico (Soares, 2002).
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Figura 2 — Nucleo basico hidroxifenilpropenoico dos acidos fendlicos.
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Figura 3 — Exemplos de é&cidos fendlicos: acido benzoico, acido cindmico, acido
cafeico, &cido quinico e &cido clorogénico.

A Figura 4 mostra exemplos de compostos fendlicos, alguns comuns nos produtos
apicolas, como o acido galico, p-cumarico, cafeico, ferdlico e siringico (Marcucci,

1998). Alguns ésteres do acido cafeico sdo alérgenos, responsabilizados pela ocorréncia
de dermatites em usuarios mais sensiveis (Nothenberg, 1997).
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Figura 4 — Acidos fendlicos comuns nos produtos apicolas.



Os constituintes da prépolis que demonstraram grande atividade anticancer sdo os
derivados do acido cafeico e flavonoides (Banskota et al., 1998). O éster fenetilico do
acido cafeico (CAPE) inibe vérios processos associados a carcinogénese, suprimindo o
crescimento de varias linhagens de células cancerigenas humanas (Su et al., 1994).

O CAPE também possui atividade anti-inflamatoria por inibir a liberacdo do acido
araquiddénico das membranas celulares, suprimir a atividade da COX-1 e COX-2 e
inativar a expressdo génica da COX-2 (Borrelli et al.,, 2002). Também ja foi

demonstrada sua atividade vasodilatadora (Cicala et al., 2003).

1.2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides compdem ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Atualmente, ja foram identificadas mais de 4 mil
substancias pertencentes ao grupo dos flavonoides (Peterson & Dwyer, 1998).

A explicacdo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural dos
flavonoides é explicada pelas modificacdes que tais compostos podem sofrer, tais como:
hidroxilagdo, metilacdo, acilacdo, glicosilacdo, entre outras (Koes et al., 1994).

Estruturalmente (Figura 5), os flavonoides sdo substancias aromaticas com 15
atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos C6-C3-
C6, em que os dois anéis C6 sdo necessariamente aromaticos (anéis A e B) e conectados
por uma ponte de trés carbonos que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C)
(Nothenberg, 1997; Lopes et al., 2000a). Com excecdo das chalconas, todos 0s
flavonoides possuem um anel piranico (com heteroatomo de oxigénio). De acordo com
as caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavonoides sdo separados em diversas
classes: flavonas, flavondis, dihidroflavonoides (flavanonas e flavanonadis),
antocianidinas, isoflavonoides, auronas, neoflavonoides, biflavonoides, catequinas e
seus precursores metabdlicos conhecidos como chalconas e podem ocorrem como

agliconas, glicosilados e como derivados metilados (Havsteen, 1983).

Figura 5 — Nucleo basico dos flavonoides, composto por dois anéis aromaticos (A e B)
e um anel intermediario (C).



As classes dos flavonoides variam em sua estrutura caracteristica ao redor do anel
C (Peterson & Dwyer, 1998), e sdo quimicamente classificados de acordo com a
presenca ou ndo do anel central, de uma dupla ligacdo no anel e de um grupo hidroxila a
ele ligado (Marcucci, 1998).

O anel C condensado com o anel A pode ser, tanto um anel y-pirano no caso das
flavonas (Figura 6A) e dos flavondis (Figura 6B) ou seu dihidroderivado no caso das
flavanonas (Figura 6C) e dos flavonondis (Figura 6D). A posicdo do anel benzénico
substituinte (B) divide a classe dos flavonoides em flavonoides (posigdo 2) e
isoflavonoides (posicdo 3) (Figura 6E). As chalconas séo os precursores dos flavonoides
(Figura 6F) e as antocianidinas sdo extremamente relacionadas aos flavonoides,
diferindo dos mesmos por possuirem o anel C com carga positiva (Figura 6G)
(Havsteen, 1983).
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Figura 6 — Estruturas dos grupos: (A) Flavona, (B) Flavonol, (C) Flavonona, (D)
Flavononol, (E) Isoflavonoides, (F) Chalconas e (G) Antocianidinas (B)

Os flavonoides, por serem pigmentos presentes em todas as células
fotosintetizadoras, sdo encontrados em ervas, legumes, frutas e mel (Lopes et al., 2000;
Havsteen, 2002).

Porém, as flavanonas ocorrem predominantemente em frutas citricas, as flavonas
em plantas utilizadas para condimentos, os isoflavonoides em legumes, as antocianinas
e catequinas em frutas e flavondis em todas as frutas e vegetais (Peterson & Dwyer,
1998).



Apesar de o termo flavonoide derivar do latim “flavus”, que significa amarelo,
observa-se que o grupo flavanona (ex. pinocembrina) € incolor e que a classe das
antocianinas possui substancias que variam no seu espectro de coloracdo do verde ao
azul (Lopes et al., 2000a).

Como na maioria dos produtos naturais, existe uma variedade de constituintes na
propolis e em seus extratos que sao comuns em outros alimentos, alguns dos quais
também com atividades biologicas. Destas substancias com propriedades biologicas,
nenhuma contribui mais para os efeitos observados na prépolis do que os flavonoides
(Burdock, 1998).

A Figura 7 mostra estruturas de flavonoides comumente encontrados em propolis:
o canferol, a quercetina, a isorramnetina e a galangina sdo flavondis; a apigenina, a
luteolina, a crisina e a tectocrisina sdo exemplos de flavonas; a pinocembrina é uma

flavanona e a pinobanksina é um diidroflavonol (Marcucci, 1998).
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Figura 7 — Estrutura de alguns flavonoides comumente encontrados na prépolis.
Fonte: Adaptado de Marcucci (1998).



1.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA PROPOLIS

Diversos ensaios “in vitro” e “in vivo” vém comprovando e determinando as
atividades bioldégicas dos flavonoides. Destacam-se, dentre outros, a capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria e de efeito vasodilatador, ag¢do antialérgica, antitumoral,
hepatoprotetora, antiulcerativa, acdes antiplaquetaria, bem como ac¢des antimicrobianas
e antivirais (Lopes et al., 2000a,b).

As propriedades farmacologicas da propolis sdo principalmente atribuidas a
presenca de flavonoides (Russo et al., 2002). A opinido prevalente dentro do amplo
espectro de atividades bioldgicas dos flavonoides esté relacionada, ao menos em parte, a
sua habilidade de protecdo contra os danos causados pelos radicais livres.

De fato, os polifenois tém demonstrado interferir ndo apenas na propagacdo da
reacdo, mas também na formacdo de radicais livres, tanto quelando os metais de
transicdo, quanto pela inibigcdo de enzimas envolvidas na inicializagdo da reacdo (Russo
et al., 2002). A acdo antioxidante se deve ao fato de que os flavonoides minimizam a
peroxidacdo lipidica e o efeito dos radicais livres (Marcucci, 1998). A glicosilacdo dos
mesmos torna a molécula menos reativa frente aos radicais livres, porém mais
hidrossoltvel (Rice-Evans et al., 1997).

O arranjo estrutural dos flavonoides que determina a atividade antioxidante
ocorre, variando duas hidroxilas nas posi¢des orto 3°,4’ no anel B; duas hidroxilas nas
posicOes meta 5,7 no anel A; uma dupla ligagdo em combinacdo com o grupo 4-ceto e
grupo 3-hidroxil no anel C, assim como hidroxila na posi¢cdo orto no anel B (ex.
quercetina). Além disso, alteragdes no arranjo dos grupos hidroxilas e substituicdes
destes grupos por glicosilacdo diminuem a atividade antioxidante (Rice-Evans et al.,
1997).

A atividade anticancer dos flavonoides é pelo efeito de inducdo de apoptose e,
para isto, entre 0s mais ativos estdo a quercetina, bicaleina, genisteina, tangeritina e
soforanona (Chen et al., 2004).

Sabe-se que a flavanona naringenina e sua forma glicosilada naringina, quando
associada a corantes alimenticios como a antocianina ou carmin, produzem acentuada
reducéo da hiperlipidemia induzida (Lopes et al., 2000a).

A pinocembrina e a galangina sdo responsaveis pela atividade antibacteriana da
prépolis, sendo que a pinocembrina também possui atividade fungicida e funciona como

anestésica local (Bankova et al., 1983).
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A quercetina, canferide e pectolinarigenina tém atividade espasmolitica; acacetina
atividade anti-inflamatdria, a luteolina e apigenina tém atividade antitlcera (Bankova et
al., 1983) e a quercetina, procianidina e pelargonidina tém atividade virucida (Amoros
etal., 1992).

A catequina possui varias atividades bioldgicas, entre elas, a diminuicdo do nivel
de triglicerideos, inibicdo da sintese de prostaglandinas, atividade antiviral, anti-
inflamatdria, antioxidante e anticoagulante. A catequina, prunina e hesperitina 5-O-
glucosidio diminuem a concentracdo plasmatica do colesterol, enquanto a quercetina
tem atividade hipolipémica e a rutina, a metilchalcona da hesperidina diminui o nivel de
acidos graxos, acidos graxos esterificados, colesterol total, B-lipoproteina e lipides totais
(Choi et al., 1991).

A atividade dos flavondis diminui com o aumento do numero de substituintes
hidroxilas, sendo a galangina mais eficaz que o canferol, que, por sua vez, é mais eficaz
que a quercetina. Além disso, os autores comprovaram o efeito sinérgico entre varios
flavonoides, confirmando a possibilidade de interacdes sinérgicas entre dois ou mais
compostos em misturas complexas como no caso da propolis (Amoros et al., 1992).

A atividade anti-inflamatdria da propolis se deve, aparentemente, a presenca de
flavonoides, em especial a galangina, que inibe a atividade da ciclooxigenase (COX) e
da lipooxigenase, diminui a liberacdo de prostaglandina e expressdo e liberacdo da
isoforma indutivel da COX (Borrelli et al., 2002).

1.3.1 Atividade antimicrobiana

A propolis € um produto natural (Stradiotti Junior et al., 2004a) com acdo
antimicrobiana (Park et al., 2000). Segundo Challem (1995), a propolis pode ser
considerada uma substancia com carater ionéforo.

A atividade antimicrobiana é atribuida, principalmente, a flavonona
pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil do &cido cafeico, com um
mecanismo de ac¢do baseado, provavelmente, na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano
(Uzel et al., 2005).

Também foi descrito que o acido benzoico (acido cafeico) e acido cindmico agem
na membrana ou parede celular do micro-organismo, causando danos funcionais e

estruturais (Scazzocchio et al., 2005).
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Segundo Mirzoeva et al. (1997), a propolis tem acdo bacteriostatica sobre
bactérias gram-positivas e algumas gram-negativas, aparentemente pela modificacdo do
status bioenergético da membrana bacteriana e pela inibicdo de sua motilidade.

Vargas et al. (2004), ao avaliarem a agdo antimicrobiana da solucéo alcodlica de
propolis a 50%, observaram que as bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis que as
gram-negativas. Hino & Russel (1987) relataram que a propolis poderia ser utilizada
como aditivo nutricional, por possuir efeito toxico sobre as populacdes de bactérias
gram-positivas.

Nogueira et al. (2007) avaliaram o perfil de susceptibilidade dos extratos
etandlicos de propolis oriundas dos Estados do Parand, Minas Gerais e Sdo Paulo frente
as bactérias Streptococcus mutans e Lactobacillus. Os autores ndo observaram nenhuma
atividade das propolis sobre o micro-organismo L. casei; no entanto, sobre o S. mutans
foi observada acdo somente das propolis oriundas dos Estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais.

Em experimento “in vitro” com extrato de propolis a 50%, as bactérias gram-
positivas foram mais sensiveis (92,6%) ao extrato testado, do que as gram-negativas
(42,5%). Dentre as bacterias avaliadas, Nocardia asteroides foi a bactéria gram-positiva
mais sensivel (100%) e Pseudomonas aeruginosa a gram-negativa que apresenta maior
sensibilidade (72,41%) ao extrato de propolis (Vargas et al., 2004).

A prépolis também tem sido bastante utilizada em Odontologia, estando presente
em enxaguatdrios bucais e cremes dentais para prevenir caries e tratar gengivites e
estomatites (Pietta et al., 2002). Problemas tratados com propolis incluem halitose,
eczema, infeccdes na garganta, Ulceras e infeccdes urinarias (Pereira et al., 2002).

Simdes et al. (2008) compararam a eficiéncia de enxaguatorios bucais industriais
e a base de prépolis frente aos micro-organismos que ocorrem na saliva humana.
Concluiram que os extratos de propolis a 11%, 20% e 30% apresentam a mesma
eficAcia antimicrobiana comparativamente a agdo dos produtos industrializados
Parodontax®, Periogard®, Listerine® e Malvatricin®, sendo que o extrato de prépolis a
11% parece ser o mais indicado, pela sua eficacia antimicrobiana conjugada com a mais
baixa concentragéo.

Ikeno et al. (1991) demonstraram que o uso oral da propolis para tratar céaries
induzidas com Streptococcus sobrinus 6715 em ratos, apresentou efeitos benéficos

como a diminuicdo significativa das caries com a diminuigdo da atividade de sintese de
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glucanos insoltveis em agua e inibicdo da glucosiltransferase, ndo sendo observados
efeitos tdxicos.

Koo et al. (1999), para avaliar a eficiéncia do uso de extrato etandlico de propolis
(EEP) no tratamento de céries, administraram por via oral por trés semanas, 80% de
etanol ou EEP (20%) de Minas Gerais ou EEP (20%) do Rio Grande do Sul em ratos
infectados com Streptococcus sobrinus. Os autores observaram diminuicdo da
severidade da carie para ambos os tratamentos com EEP, no entanto, o EEP do Rio
Grande do Sul apresentou melhores resultados, diminuindo a area de superficie lisa
atingida e também apresentando menor escore de carie no sulco dental.

A propolis oriunda do Rio Grande do Sul apresentou maiores concentragdes de
pinocembrina, crisina, acacetina e galangina. Logo demonstraram que os efeitos da
prépolis dependem da sua composicdo, e consequentemente, da regido de coleta das
amostras de prépolis. Na area Veterinaria, a propolis ja foi testada em casos de
pododermite necrdtica em ovinos (Tonhasca, 1988); na coccidiose em coelhos
(Hollands et al., 1984, 1988, 1991; Moura et al., 1998); na pneumonia em bezerros
(Rodriguez, 1989); em enterites catarral, fibrinosa e hemorragica, em bezerros (Fumero,
1989; Garcia & Hernandez, 1989); nos virus da enfermidade Aujeszky e na cepa La
Sota dos virus da enfermidade New Castle, em animais de laboratorio e embribes de
frango (Machado, 1989); entre outros, sendo em todos esses trabalhos confirmada a sua
acao terapéutica.

Broudiscou et al. (2000), conduzindo um experimento com cultivo ruminal “in
vitro”, observaram efeito da prépolis no aumento da producao de propionato em 10,3%
e reducdo das populacGes de protozoarios ciliados.

A atividade antiprotozoaria da propolis foi descrita também por Rispoli et al.
(2009), em experimento com bovinos e bubalinos, recebendo produtos a base de
prépolis na dieta (produto patenteado LLOSC1 e LLOSA?2). Os autores observaram que
o0 extrato de propolis LLOSC1 reduziu os protozoarios ciliados, do género Entodinium
spp., do rimen em bubalinos da raca Murrah.

Diante destas respostas, possivelmente, a propolis possa ser usada para melhorar o
desempenho animal, na manipulacdo dos micro-organismos, ja que demonstra o poder
inibidor do crescimento de algumas bactérias gram-positivas, as quais Sdo responsaveis
pelos processos de fermentagdo ruminal considerados ineficientes ou mesmo

prejudiciais.
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1.3.2 Atividade imunomodulatoria

Estudos tém demonstrado a atividade da prépolis sobre o sistema imunologico,
aumentando a atividade litica dos macréfagos contra células tumorais, estimulando a
producdo de anticorpos e atividade das células natural killer (Sforcin, 1996; Sforcin et
al., 2000).

Em experimento com 1.400 ra-touro girinos, alimentados com racdo comercial
suplementada com diferentes concentracbes de propolis (0,0; 0,2; 0,5; 1 e 1,5%),
Arauco et al. (2007a,b) avaliaram o efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis na
composic¢do leucocitaria do sangue. Observaram que a metamorfose dos girinos foi mais
acelerada quando os mesmos receberam propolis, sendo 0s mondcitos o grupo
leucocitario influenciado pela prépolis que, nas doses de 0,2 e 0,5%, apresentaram as
maiores porcentagens, diferindo do grupo-controle e da dose de 1,5%. Os linfdcitos,
basofilos, neutrofilos e eosindfilos ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.

Em experimento com dez cavalos da raca Arabe, recebendo, por via oral, durante
42 dias, um produto contendo prépolis (Dynamic Trio 50/50) foi constatado que, apos o
exercicio, os cavalos que ingeriram o produto a base de propolis apresentaram menor
excrecdo de fosforo e menor concentracdo de lactato. No entanto, ndo foram observadas
alteracdes no numero de linfocitos, hematocrito e hemoglobina (Turner et al., 2006).

A propolis contém polifendis, os quais podem apresentar acdo antioxidante por
neutralizarem radicais livres, mas também pela protecdo dos antioxidantes endogenos,
por aumentar sua expressdo, como foi observado num estudo conduzido por Ross e
Kasum (2002), em que houve aumento na concentracdo de enzimas GPx e SOD em

eritrocitos humanos ap6s o consumo de apigenina.

1.3.3 Efeito antiobesidade

Os flavonoides, catequina, quercetina e outros parecem ser capazes de promover a
diminuicdo do peso corporal, gordura corporal e auxiliar na prevencéo e tratamento da
obesidade e de doencas associadas como diabetes, cardiovasculares e dislipidemias (Lin
& Lin-Shiau, 2006). Na propolis sédo encontrados comumente os flavonoides:
campferol, quercetina, isorramnetina e a galangina (Marcucci et al., 1998).

O mecanismo pelo qual o flavonoide pode diminuir o percentual de gordura

corporal ainda ndo esté elucidado, porém existem varias hipoteses.
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Choo (2003) estudou o efeito do extrato aquoso de cha verde (ECV), rico em
catequina, na concentracdo de 20 g/kg, sobre o conteldo de gordura e de proteina
corporal, ingestdo alimentar, digestibilidade e energia despendida em ratos que foram
alimentados com uma dieta hiperlipidica (30% de gordura). O autor concluiu que 0
efeito inibidor promovido pelo ECV no ganho de gordura corporal em ratos com dieta
contendo alto teor de gordura foi resultante, em parte, da reducdo na digestibilidade, do
incremento da termogénese e do conteddo proteico no tecido adiposo marrom pela
ativagdo do pB-adrenoreceptor.

Koya-Miyata et al. (2009), em estudo com camundongos machos, observaram a
reducdo das concentracBes séricas de colesterol e triacilglicerol (TAG) no grupo que
recebeu extrato de propolis em nivel de 5 mg/kg. Foram analisados os niveis do RNAmM
dos fatores da transcricdo associados com o metabolismo lipidico. Os niveis da
expressdo da proteina ligadora dos elementos regulados por esterdis 1 (SREBP-1), um
fator chave na regulacéo de transcri¢do da sintese de acidos graxos, foi reduzido pela
administracdo de extrato de prépolis nas dosagens de 5 mg/kg e 50 mg/kg. A dosagem
mais elevada de propolis diminuiu os niveis de RNAm da proteina ligadora dos
elementos regulados por esterdis 2 (SREBP-2), a qual controla a biossintese do
colesterol.

Os niveis de expressdo da acetil-Coenzima A carboxilase alfa (ACC) e sintetase
de &cido graxo nos camundongos que receberam extrato de propolis foram menores que
0 grupo-controle. Entretanto, o nivel de expressdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoenzimaA (CoA) redutase, enzima que determina a velocidade da sintese do
colesterol, foi aumentada pela administracdo de extrato de propolis. Entretanto, niveis
de RNAm da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetase 1 e da esqualeno
epoxidase foram reduzidos, dependendo da dose do extrato de propolis. A prépolis
preveniu o aparecimento da obesidade em camundongos. Esses resultados, segundo
Koya-Miyata et al. (2009), sugerem que um dos mecanismos responsaveis para o efeito
inibitério do extrato de prépolis sobre o deposito de tecido adiposo nas visceras e de
hiperlipidemia, é a diminuicdo da sintese de &cidos graxos.

Muitos flavonoides sdo considerados como agentes antiaterogénicos por serem
importantes substancias antioxidantes (Hertog et al., 1997). A quercetina, um dos
muitos flavonoides encontrados na propolis, tem se mostrado como potente inibidor
oxidativo dos acidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios, que entram na constitui¢do

das lipoproteinas de baixa densidade (Rimm et al., 1996; Matsuno, 1997).
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Gomes (1998), utilizando ratos hiperlipidémicos e ndo-diabéticos, mostrou que
compostos flavonoides podem aumentar a atividade da lipase lipoproteica, “in vitro” e
“in vivo”. Fernandes et al. (2002), em experimento semelhante, usando coelhos
induzidos a hipercolesterolemia com dieta suplementada com colesterol, observaram
que o EEP, na concentracdo de 30%, administrado, diariamente, por via oral, em 100
mg/kg PV, reduziu o nivel plasmatico de colesterol total.

Em trabalho utilizando coelhos com diabetes induzida por aloxano, foram
avaliados os efeitos de antocianina incorporada em capsulas na dose de 20 mg, e de
propolis incorporado em capsulas, na dose de 150 mg. Os animais tratados com
antocianina mostraram redugdes no nivel de TAG de 564,83 mg/dL para 87,84 mg/dL, e
os coelhos diabéticos, tratados com propolis, tiveram a concentracdo de TAG de 721,08
mg/dL diminuida para 88,00 mg/dL. Considerando que a propolis tem em sua
constituicdo flavonoides e &cidos fendlicos, a acdo benéfica pode estar associada ao
sinergismo dessas substancias (Oliveira et al., 2002). Conquer et al. (1998) relataram
que dietas contendo flavonoides correlacionaram-se inversamente a incidéncia de
acidentes cardiovasculares, por diminuir o nivel de colesterol. Chopra et al. (1995)
também observaram acdo protetora em miocardiopatias induzidas em ratos que
receberam propolis.

Sforcin (1996) ndo observou diferencas quanto ao contetdo de proteina total no

soro de camundongos, ap6s tratamento com propolis.

1.3.4 Efeito hepatoprotetor

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa (1994), considera-
se efeito hepatoprotetor quando o produto atende um ou mais dos seguintes atributos:

a) constituir-se em antidoto para intoxicag6es hepaticas especificas ou ser capaz
de modular o sistema imunolégico para responder a estas agressoes;

b) evitar a perda da viabilidade hepatocelular que se segue a muitas agressoes,
sobretudo na sindrome isquemia-reperfuséo;

c) aumentar as reservas de glutation e de outros antioxidantes celulares, capazes
de remover metabolicos toxicos;

d) modular os mecanismos de transporte hepatocelular, principalmente dos
receptores dispostos na membrana plasmatica, prevenindo a permeacdo ou entrada de

toxinas;
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e) reforgar a barreira de revestimento exercida pelas células sinusoidais hepéticas e,

f) proteger a composi¢do da membrana hepatocelular por meio da estimulagéo da
biossintese de substancias reparadoras, sobretudo prevenindo o influxo de ions calcio
(Cat+).

Hollands (1991) verificou niveis de ureia sérico elevados em ratos que receberam
alcool de 33,5 mg/dL, comparado aos animais que receberam EEP de 15,5 mg/dL e para
0 grupo-controle de 10,5 mg/dL. Considerando que a elevacdo nos niveis de ureia é
observada em casos de alcoolismo e que a quantidade de alcool nos dois primeiros
grupos foi semelhante, os autores atribuiram a propolis efeito hepatoprotetor.

Esse efeito hepatoprotetor foi confirmado por Banskota et al. (2000), que
demonstraram a capacidade de capturar radicais livres, a atividade citotoxica e o efeito
hepatoprotetor do extrato aquoso de propolis de nove regides, sendo seis delas do

Brasil, uma do Peru, uma da China e uma dos paises baixos.

1.3.5 Efeitos adversos

Pode-se afirmar, por varios estudos, que extratos de propolis possuem baixa
toxicidade inata. Estes resultados ja eram esperados, ja que os flavonoides, principais
constituintes da propolis, possuem baixa toxicidade. J& foram relatadas a DL50 em ratos
de 2050 a mais de 7.340 mg/kg e que gatos toleram a administracdo subcutanea de 100
mg/kg de extrato de propolis (Burdock, 1998).

Alguns autores relataram que os constituintes dos brotos de &lamo s&o o0s
possiveis responsaveis pelas alergias a prépolis, principalmente derivados do acido
cafeico (Burdock, 1998).

A propolis pode induzir dermatites alérgicas e, segundo Hausen et al. (1987), a
substancia 1-1 dimetilalil acido cafeico (LB- 1) é a responsavel pela alergia a propolis.
Essa substancia LB-1 existe em diversas amostras de prépolis e provocou sensibilizacdo
em porcos, ficando relatado que este composto é o primeiro sensibilizador da prépolis.

Outros pesquisadores ndo observaram reagdo alérgica alguma a propolis nos
animais testados, como Scheller et al. (1977), em coelhos Chinchila, e Hollands (1991),
em camundongos. De acordo com os ultimos autores, a propolis tem baixa ordem de
toxicidade oral aguda em camundongos, sendo observadas LD50 entre 2000 a 7.340
mg/kg e de 8000 a 40.000 mg/kg, para a prépolis e para os flavonoides,

respectivamente.
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Os autores também ndo observaram anormalidades histopatoldgicas nos diversos
Orgdos analisados, nem sintomas clinicos de intoxicacdo ou alteracbes no ganho de
peso, sendo que, para 0s parametros bioquimicos glicose, ureia e colesterol, somente a
glicose apresentou elevacao significativa nos animais que receberam alcool e extrato
etandlico de propolis.

Arauco et al. (2007b), com o objetivo de verificar a ocorréncia de possiveis
alteracdes no figado, rim e intestino de girinos de ra-touro, alimentaram os girinos com
dietas contendo diferentes concentracGes de extrato hidroalcodlico de propolis (0,0; 0,2;
0,5; 1,0; e 1,5%). No final do experimento (60 dias), os girinos sacrificados ndo
apresentaram alteracdes histoldgicas no intestino, rins e figado.

Sforcin et al. (1995) também estudaram o perfil bioquimico dos ratos, por meio da
determinacdo das concentracOes séricas de proteinas totais, glicose, ureia, creatinina,
TAG, colesterol, HDL-colesterol e atividade especifica de transaminases (AST e ALT)
e da desidrogenase latica. Verificaram a auséncia de alteracfes nas varidveis
bioquimicas sericas estudadas, indicando que a propolis ndo apresentou efeitos
colaterais.

Segundo Paulino (1999), algumas substancias presentes na prépolis podem
combinar com proteinas do organismo e tornarem-se imunogénicas, produzindo o

quadro de hipersensibilidade.

1.3.6 Atividade zootécnica

Considerando-se a resposta dos animais as atividades biologicas da prépolis, em
termos de indices zootécnicos, poucos trabalhos tém sido realizados. Sanchez & Galardi
(1989) testaram a aplicacdo oral da emulsdo aquosa de prépolis (10%) em 60 leitbes
desmamados, F1 Yorkshire-Duroc e observaram que 0s animais tratados tiveram maior
ganho de peso, sugerindo uma acao estimulante da propolis sobre o apetite dos animais.

Buhatel et al. (1983) afirmaram que a utilizacdo de emulsdo alcodlica de propolis
em racOes de leitdes e frangos de corte melhorou o ganho de peso diario em 41 e 18%,
respectivamente, quando comparado aos animais que nao receberam propolis. Esses
autores concluiram ainda que a propolis preveniu desordens digestivas e proporcionou
melhor conversao alimentar. A melhora observada no desempenho dos animais pode ser

consequéncia de uma melhora na resposta imunolégica apds o consumo de propolis.
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Resultado semelhante foi obtido por Dierckx & Funari (1999), os quais afirmaram
que 0 ganho de peso, o consumo de racdo e a conversdo alimentar dos coelhos que
receberam as rages com propolis ndo diferiram daqueles alimentados com dieta sem
nenhum tipo de tratamento, nem daquela com promotor de crescimento e
coccidiostatico.

Em outro experimento com coelhos também, a adicdo de EEP (0,8 e 1,5 mL/
animal) resultou em ganho de peso, parametros de carcaca e pH cecal semelhantes aos
que receberam as dietas com o alcool etilico (70%) sem nenhum aditivo (Coloni et al.,
2007).

Scapinello et al. (1998), utilizando uma solucao hidroalcodlica de prépolis (SHP)
na agua de bebida (0,0; 4,0; 8,0; 12,0; e 16,0 mL de SHP/litro de agua), observaram que
a conversdo alimentar dos coelhos de 40 a 90 dias de idade foi prejudicado. Pontara et
al. (2006), por sua vez, utilizaram um aditivo que continha propolis e observaram que
ndo houve interferéncia nas caracteristicas de carcaca dos coelhos.

No entanto, segundo Garcia et al. (2004), a adicdo de propolis em pequenas
quantidades (0,1% extrato de prépolis) a racdo demonstrou-se efetiva sobre o
desempenho de coelhos, tendo melhorado o ganho de peso e a conversdo alimentar.
Contudo, em niveis mais elevados (0,3% de extrato seco de propolis), a adicdo
apresentou influéncia negativa sobre o desempenho, embora ndo tenha provocado
alteracdes bioquimicas séricas importantes, que pudessem indicar reacdes adversas a
sua administracéo.

Lana et al. (2005), trabalhando com cabras leiteiras, verificaram interagdo entre
6leo de soja e EEP, de modo que o 6leo de soja reduziu os consumos de matéria seca,
matéria organica e fibra detergente neutra (em kg/animal/dia) somente na presenca de
prépolis. Resultado semelhante foi verificado por Loureiro et al. (2007), os quais
verificaram reducdo no consumo de matéria seca (CMS) em cordeiros alimentados com
racOes que continham 15 mg e 30 mg de EEP/kg de peso corporal em comparagao aos
animais do tratamento-controle. Para os animais que receberam 15 e 30 mg de prépolis
e 0 grupo-controle os valores verificados para CMS foram de 0,28; 0,23 e 0,36 kg/dia,
respectivamente.

No entanto, Prado (2008), trabalhando com adicdo de 2 g de produtos comerciais
contendo propolis, ndo verificaram efeito da adi¢do destes produtos sobre o consumo
médio de matéria seca de novilhos holandeses, que foi de 2,5% do peso corporal. Do

mesmo modo que Lana et al. (2007), trabalhando com cabras leiteiras, ndo verificaram
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efeito da adicio de prdpolis bruto na ragio sobre o0 CMS. Da mesma forma, itavo et al.
(2009), usando a dose de 15 mL por animal de extrato hidroalcoolico 70% de propolis
verde ou de prépolis marrom, ndo observaram diferencas sobre as caracteristicas de
carcaca, 0S componentes corporais (peso, area de olho de lombo, espessura de gordura
subcutanea, comprimento de perna) e o rendimento de cortes de ovinos terminados em
confinamento.

Em experimento “in vitro”, com liquido ruminal e fontes de nitrogénio (tripticase,
farelo de soja e farinha de peixe), Oliveira et al. (2004) adicionaram prépolis ou
monensina para mensurar a producdo de amonia. A monensina e propolis reduziram a
producdo de amonia nos tratamentos contendo tripticase e farelo de soja, mas nao
reduziram a amonia quando a fonte de proteina era farinha de peixe. Logo, foram
eficientes em reduzir a producdo de amdnia de fontes de proteina de maior
degradabilidade.

Esta acdo da propolis sobre a reducdo da desaminacdo foi novamente verificada
em trabalho de Oliveira et al. (2006), os quais comprovaram efeitos da monensina e da
prépolis, sobre a atividade de fermentacdo de aminoacidos “in vitro” pelos micro-
organismos ruminais, com maior efeito antideaminagdo para a prépolis. De forma
semelhante, Stradiotti Junior et al. (2004a), trabalhando com EEP 30%, verificaram sua
eficacia sobre a reducdo na deaminacdo ruminal de aminoacidos em bovinos.
Entretanto, ndo foram verificadas alteracdes da propolis sobre 0 CMS, pH ruminal e a
proteina microbiana, porém o EEP elevou a concentracdo de &cidos graxos totais.

Utilizando vacas da raca Holandesa alimentadas, por um periodo de 120 dias com
dietas com adicdo de EEP (64 mL), com concentracdo de 30%, perfazendo um consumo
diario de 19,2 g de prépolis/animal, quando comparado ao grupo-controle, Freitas et al.
(2009) observaram que o teor de proteina do leite aumentou pela adicdo de EEP na
dieta. Por outro lado, os teores de gordura, lactose, contagem de células somaticas e
solidos totais ndo foram afetados pela adi¢do de EEP na racao.

O aumento do teor de proteina no leite, possivelmente, ocorreu pelos acréscimos
de aminoédcidos na glandula maméria, promovida pela menor taxa de fermentacdo da
proteina dietética e pela reducdo na producdo de gases, possibilitando maior escape de
proteina para o intestino delgado, onde serd digerida e seus constituintes absorvidos
pelo epitélio intestinal. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com o0s obtidos
por Stradiotti Junior (2004a), que verificaram com a mesma concentracdo de EEP

utilizada, menor taxa de produgdo de aménia “in vitro”, indicando diminuigdo na taxa
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de degradacdo de aminodcidos e na taxa de producdo de gases, em comparacao a dieta-

controle.

1.4 PATENTES

Desde a primeira patente (romena) em 1965, até 1999 foram depositadas cerca de 239
patentes. Até o final da década de 80, as patentes eram dominadas pela antiga Unido das
Republicas Socialistas Soviéticas e seus paises satélites, principalmente a Roménia.
Atualmente, 43% de todas as patentes depositadas s@o japonesas, sendo que a primeira
patente japonesa surgiu somente em 1987 (sobre o uso da prdpolis no controle de odores).

No Brasil, a primeira patente surgiu somente em 1995 para 0 uso em tratamento
odontoldgico, na prevencdo de caries e gengivites. Patentes que se referem ao uso da
propolis em tratamentos odontoldgicos é a aplicacdo da propolis mais estudada em todo
mundo, tendo relatos cientificos desde 1952 (Pereira et al., 2002).

O extrato de propolis usado nesse experimento recebeu uma patente de invencéo,
Pl 05063930 e foi formulado no Laboratério de Farmacotécnica da Universidade
Estadual de Maringd — UEM, o qual realiza experimentos com o uso de extrato de
prépolis na nutricdo animal e salde humana.

A lista de preparacOes e usos da propolis € quase interminavel. Estas aplicacdes
incluem produtos dermatolégicos de venda livre que sdo tidos como Uteis na
cicatrizacdo de feridas, regeneragdo de tecidos, tratamento de queimaduras,
neurodermatites, psoriase, Ulceras nas pernas, herpes simples e genital e atividade
contra dermatofitos, “bio-cosméticos” em cremes e logdes para a face, sabonetes,
utilizada em dentifricios, fio dental, preparacdes bucais para o tratamento de gengivites,
estomatites, quelites e na pos-extracdo dentaria (Burdock, 1998). Além disso, a propolis
também é encontrada em chocolates (Ackermann, 1991).

A atividade biologica da propolis esta sendo comprovada cientificamente, no entanto,
sua utilizacdo na area veterinaria e zootécnica tem sido limitada pela grande variabilidade
nas amostras, pelas fontes vegetais, as diferentes técnicas de extracdo, aos diferentes
solventes e as diferentes concentragdes utilizadas, bem como as diferentes técnicas para
determinar sua composi¢do quimica, tanto em termos da qualificagdo, quanto da
quantificacdo de seus componentes. Além destes aspectos, ndo ha muitos trabalhos que tém
considerado a resposta dos animais frente as atividades bioldgicas da prépolis, em termos

de indices zootécnicos, imunoldgicos e em efeitos adversos no organismo.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

A alimentacdo dos animais de companhia tem alguns objetivos préprios, que a
diferenciam da alimentacdo de animais de producdo, nos quais se visa otimizar a
producdo. Os cdes sao, em muitas ocasides, considerados membros da familia e tratados
como tal. Isso implica que sua alimentacgdo, além de conter uma correta quantidade de
nutrientes, equilibrada e disponivel, deve permitir otimizar sua salde, atividade e
longevidade.

Os objetivos gerais no presente trabalho foram avaliar a inclusdo do extrato de
prépolis na dieta de cdes, sobre:

a) a digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo acido, extrativo
ndo-nitrogenado, além da energia metabolizavel com a inclusdo de diferentes extratos e
concentracdes de prépolis na dieta de cdes;

b) o consumo de alimento, condicdo corporal: peso vivo, escore corporal e
mensuracdo de tecido adiposo subcutdneo na regido lombar; e condicdo bioldgica:
indice de proliferacdo de linfocitos, resposta vacinal contra o virus da cinomose canina,
hemograma, concentracdo sérica de fosfatase alcalina, creatinina, colesterol total e
triacilglicerdis;

c) a palatabilidade, primeira escolha do alimento completo destinado a cées e

caracteristicas das fezes: consisténcia fecal e microbiologia.



111 - Digestibilidade de dietas contendo diferentes extratos e concentragdes de

propolis para cées

RESUMO - Foram conduzidos dois ensaios de digestibilidade aparente, com o
objetivo de avaliar o efeito da inclusdo de diferentes extratos e concentracdes de
propolis sobre a digestibilidade da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato
etéreo acido (EEA), extrativo-ndo-nitrogenado (ENN), e energia metabolizavel (EM),
de dietas para cdes Beagles adultos. Em ambos os ensaios, foram utilizados dez caes,
alojados em gaiolas metabolicas em um delineamento quadrado latino 5x5 (cinco dietas
versus cinco periodos) com duas repeticdes por periodo. Para o primeiro ensaio, foram
avaliadas quatro dietas com acréscimo de 40 mL de diferentes extratos de prépolis
(SLNC106, SLNC206, SLNC109, SLNC209), proporcionando teores de flavonoides
totais (TFT) em apigenina, respectivamente de 0,55; 0,79; 2,59 e 2,11 mg/kg da dieta,
mais a dieta referéncia sem adicdo de extrato de propolis. Para o0 segundo ensaio, com
base no resultado do primeiro, foi eleito o extrato SLNC206, misturado em niveis de 0,
20, 40, 60 e 80 mL, em 2 L de 6leo de soja e adicionado a um volume de 75 kg de dieta,
proporcionando TFT em apigenina, respectivamente de 0,0; 0,66; 0,99; 1,99 e 3,97
mg/kg da dieta. No primeiro ensaio, somente a inclusdo do extrato de propolis
SLNC209 diminuiu o valor do coeficiente de digestibilidade aparente da MS. Ja no
segundo ensaio, a inclusdo crescente do extrato de prépolis SLNC206 melhorou
linearmente os coeficientes de digestibilidade aparentes da PB, EEA, ENN, MS e EM
das dietas. Os resultados observados permitem concluir que os flavonoides totais
adicionados a dieta com o extrato de prépolis SLNC206 melhoram a utilizacdo

digestiva dos nutrientes e da EM de dietas para cdes adultos.

Palavras-chave: energia metabolizavel, matéria seca, nutricdo de cdo



Digestibility of dogs’ diets containing different propolis concentrations and

extracts

ABSTRACT - Two apparent digestibility trials were conducted objecting
evaluate the inclusion effect of different concentrations and extracts of propolis on
digestibility of dry mater (DM), crude protein (CP), acid ether extract (AEE), nitrogen
free extractives (NFE) and metabolizable energy (ME) in diets for adult dogs Beagles.
In both trials ten dogs were used, they were housed in metabolic cages in a Latin square
design (5x5) (five diets versus five periods) with two replicates each period. At first test
were used 40mL each of different propolis extracts (SLNC106, SLNC206, SLNC109,
SLNC209) diluted in two liters of soybean oil and added to 75kg diet, providing total
flavonoid content (TFC) in apigenin respectively of 0.55, 0.79, 2.59 and 2.11 mg/kg
diet, plus reference diet without addition of propolis. At second test, based on the best
results of the first test, elected SLNC206 extract the best. This extract was mixed at
levels of 0, 20, 40, 60 and 80mL, in two liters of soybean oil added to 75 kg diet,
providing TFC in apigenin, respectively of 0.0, 0.66, 0.99, 1.99 and 3.97 mg/kg diet. At
first trial, only inclusion of SLNC209 propolis extract decreased apparent digestibility
coefficient of DM. At second trial, increasing propolis extract SLNC206 inclusion
improved linearly the apparent digestibility of CP, AEE, NFE, DM and ME of the diets.
The results suggest that flavonoids added to the diet with propolis extract SLNC206

improve digestive utilization of nutrients and ME of diets for adult dogs.

Key Words: metabolizable energy, dry matter, dog nutrition
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Introducgéo

Os cées sdo em muitas ocasifes, considerados membros da familia e tratados
como tal. Isso implica que sua alimentacdo, além de conter uma quantidade de
nutrientes correta, equilibrada e disponivel, deve otimizar sua salde, atividade e
longevidade (Miguel, 2000).

Muito se fala sobre os alimentos funcionais ou nutracéuticos, de forma a
incentivar 0 uso de produtos e/ou alimentos que promovam melhoras para o
metabolismo e a satde do organismo (Mour&o et al., 2005).

Grandes beneficios aos animais e humanos tém sido encontrados com a utilizagéo
de prépolis. Ela tem sido muito utilizada na terapia humana, pelas suas potencialidades
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante e imunoestimulante (Morales, 2000).
Esses efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos dois grandes grupos de compostos
fendlicos que compdem a prépolis: os flavonoides, que sdo considerados como um dos
principais compostos e os acidos fenolicos (Morales, 2000).

Segundo Arauco et al. (2007), poucos trabalhos tém sido realizados,
considerando-se a resposta dos animais em termos de indices zootécnicos frente a
algumas dessas atividades bioldgicas da prépolis.

Na maioria dos estudos, com carater zootécnico, relacionado ao uso de propolis,
foram avaliados apenas o consumo e as caracteristicas de carcaca. Além do uso de
propolis ser avaliado principalmente em ruminantes. Prado (2008), trabalhando com
adicdo de 2 g de produtos comerciais contendo propolis, ndo verificaram efeito da
adicdo destes produtos sobre o consumo médio de matéria seca (MS) de novilhos
holandeses, que foi de 2,5% do peso corporal.

Normalmente, os rétulos dos alimentos completos para cdes trazem valores da
composic¢do nutricional minima para proteina bruta, extrato etéreo e fésforo e méxima
para umidade, fibra bruta, cinzas ou matéria mineral e calcio. Mas quando se avalia
alimento para cées, os valores da composi¢do nutricional sdo importantes, porém néo
menos importantes sdo os valores de palatabilidade e digestibilidade (Lobo Jr et al.,
2001).

Na literatura consultada, ndo ha relato da aplicabilidade do extrato de propolis
como aditivo nutricional para cdes e de seus efeitos sobre a digestibilidade. Este
experimento teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de diferentes extratos e

concentracdes de propolis sobre a digestibilidade da MS, proteina bruta (PB), extrato
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etéreo acido (EEA), extrativo-ndo-nitrogenado (ENN), além da energia metabolizavel
(EM), de dietas para cédes Beagles adultos.

Material e Métodos

Foram realizados dois ensaios de digestibilidade aparente, o primeiro em julho de
2008 com o objetivo de avaliar a inclusdo de diferentes extratos de propolis (SLNC106,
SLNC206, SLNC109, SLNC209) e, o segundo, em dezembro de 2008 para avaliar
diferentes niveis de inclusdo do extrato de prépolis, que proporcionou a melhor resposta
na primeira fase (SLNC206).

Ambos os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Estudos de Nutricéo
Canina, do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Parana - UFPR.

Foram obtidas propolis do apidrio da Fazenda Experimental de Iguatemi, da
Universidade Estadual de Maringd - UEM - Maringa, PR, acondicionadas em potes
plasticos e armazenadas a temperatura de -22°C. Os extratos foram obtidos em
concentragdes crescentes de propolis entre 5 e 30% (p/p) e diluigdes de alcool variando
entre 60 e 93,8% (p/p), pela turboextracdo, durante 15 min. Foram filtrados sob vacuo e
submetidos a desalcoolizacdo em evaporador rotatério (Buchi, modelo RT 210) até o
limite de 15% de alcool. Em seguida, foram submetidos a um processo de secagem por
nebulizacdo em um nebulizador Labmaqg com capacidade de 0,5 L/hora. Ap6s secagem,
foram acondicionados em frascos bem fechados e armazenados em temperatura de
congelamento (-22°C) e denominados como SLNC106, SLNC206, SLNC109 e
SLNC209. As preparacdes dos extratos, o teor de flavonoides totais (TFT) em apigenina
por meio de cromatografia liquida de alta resolucdo e a incorporacdo no dleo foram
realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Controle de Qualidade de Fitoterapicos
e Apiterapicos do Departamento de Farméacia e Farmacologia da Universidade Estadual

de Maringa — UEM, segundo protocolo adaptado de Franco & Bueno (1999).
Experimento 1 - digestibilidade de dietas suplementadas com diferentes extratos de propolis
Como base para todos os tratamentos foi usado um alimento completo comercial

(Pop Dog, Kowalski — Quadro 1), de acordo com as exigéncias nutricionais para caes
adultos (NRC, 2006).
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Nutriente Niveis de garantia

Umidade (méaximo) 12,0%
Proteina Bruta (minimo) 28,0%
Extrato Etéreo (minimo) 8,0%
Matéria Fibrosa (méaximo) 5,0%
Matéria Mineral (maximo) 9,0%
Célcio (méximo) 2,0%
Fdsforo (minimo) 0,8%
Energia Metabolizavel (maximo) 2.990,0 kcal/kg

Quadro 1 — Niveis de garantia fornecidos na embalagem do alimento completo.

Neste ensaio foram avaliadas cinco dietas: dieta-controle que foi composta pelo
acréscimo de 2 L de 6leo de soja em 75 kg de alimento completo comercial, e quatro
dietas-teste, que receberam 40 mL de diferentes extratos (SLNC106, SLNC206,
SLNC109, SLNC209) diluidos primeiramente em 2 L de O6leo de soja, e apds
adicionado a um volume de 75 kg de dieta comercial.

A mistura dos croquetes com o 6leo foi feita num misturador do tipo duplo cone
(35rpm) por um periodo de 10 min. A dieta-controle recebeu apenas inclusao de 6leo de
soja e foi misturada antes das dietas-teste.

Foram utilizados dez cédes da raca Beagle, aos seis anos de idade; sendo seis
fémeas e quatro machos, com peso médio de 11 kg. Os animais foram cedidos por um
canil particular, sendo oriundos de trés ninhadas com datas de nascimento aproximadas.
Os caes foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais, em um delineamento
quadrado latino duplo 5x5 (cinco dietas versus cinco periodos), sendo a unidade
experimental considerada a média dos dois animais que recebiam a mesma dieta em
cada periodo.

A quantidade de alimento fornecida por animal foi calculada com base na
necessidade energética diaria de mantenca, calculada pela equacdo 132 kcal x peso

corporal (kg)*"

(NRC, 2006). A &gua foi fornecida “ad libitum” e a alimentacéo
durante todo o periodo experimental foi fornecida duas vezes ao dia.

Cada periodo do ensaio de digestibilidade teve duragdo de 10 dias, sendo cinco
dias de adaptacdo e cinco dias de coleta.

A fase de adaptacéo teve duracdo de cinco dias com a finalidade dos animais se
adaptarem as gaiolas metabodlicas e as dietas. Na fase de coleta, as amostras de fezes
foram coletadas logo que produzidas, sendo identificadas e armazenadas em freezer. Os
potes com as amostras foram identificados com etiquetas contendo o nome do céo e o

tratamento ao qual pertencia.
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Ao final da fase de coleta, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas
em recipientes de aluminio previamente identificado. As amostras foram levadas para a
estufa a 65°C durante 48h. Apos esse periodo, as amostras foram moidas e armazenadas
em frascos esterilizados ja identificados.

As dietas e as fezes coletadas foram analisadas para umidade, PB, EEA, fibra
bruta, residuo mineral e energia bruta, segundo protocolo adaptado de Silva & Queiroz
(2002). Todas as analises foram feitas em duplicata, sendo refeito nos casos de
diferencas acima de 5% entre os resultados das analises no laboratério de Nutricdo
Animal, do Departamento de Zootecnia da UFPR em Curitiba.

Os valores de coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) e energia
metabolizavel foram submetidos, inicialmente, ao teste de Bartlett para verificar
homogeneidade das variancias dos tratamentos, para posterior analise de variancia e, as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Como ferramenta de
auxilio as andlises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico MSTAT-C (Michigan
State University, 1989).

Experimento 2 - digestibilidade de dietas suplementadas com niveis crescentes do
extrato SLNC206

Com base no resultado do experimento 1, foi utilizado apenas um extrato,
misturado em niveis de 0, 20, 40, 60 e 80mL, em dois litros de dleo de soja e adicionado
a um volume de 75kg de dieta.

Da mesma forma que para o primeiro ensaio de digestibilidade, como base para
todos os tratamentos, foi utilizado um alimento completo comercial (Pop Dog,
Kowalski), de acordo com as exigéncias nutricionais para cdes adultos (NRC, 2006).

Todos os procedimentos para mistura do extrato em 6leo e, em seguida, sua
incorporagéo nas dietas experimentais foram 0os mesmos do experimento anterior, bem
como, a analise para calculo do teor de flavonoides totais em apigenina (mg/kg) da dieta
por meio de cromatografia liquida de alta resolucéo.

Também para este experimento foram utilizados dez cdes da raca Beagle, aos seis
anos de idade; sendo seis fémeas e quatro machos. Os animais foram cedidos por um
canil particular, sendo oriundos de trés ninhadas com datas de nascimento aproximadas.

Os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais, em um delineamento
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quadrado latino duplo 5x5 (cinco dietas versus cinco periodos), sendo a unidade
experimental considerada a média dos dois animais que recebiam a mesma dieta.

Todos os procedimentos para alimentacdo dos animais, coleta de fezes
amostragens e andlises laboratoriais foram 0s mesmo descritos no experimento anterior.

Os valores de CDA da MS, PB, EEA, ENN, além da EM foram submetidos,
inicialmente, ao teste de Bartlett para verificar homogeneidade das variancias dos
tratamentos, para posterior andlise de variancia, onde os graus de liberdade dos
tratamentos foram desdobrados em polindmios. Também foi utilizado o Teste de Dunett
para comparar as médias obtidas com a dieta-testemunha com cada uma das demais
com a inclusdo de diferentes niveis de propolis. Os dados foram submetidos a analise

estatistica por meio do programa estatistico SAEG (UFV, 2000).
Resultados e Discusséo
Experimento 1
Os teores de flavonoides totais em apigenina (TFT) dos extratos de prépolis foram
dosados por meio de cromatografia liquida de alta resolucdo, e calculados para as dietas
utilizadas no primeiro ensaio de digestibilidade e a ingestdo média diaria pelos cdes esta

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Teor de flavonoides totais em apigenina (mg/kg) calculado para dieta e dose
diéria ingerida pelos cdes (mg/kg peso vivo)

e Teor de flavonoides 0 Dose diaria
Identificacdo do produto (mg/kg) CV% (mg/kg)
Dieta com SLNC106 0,55 1,23 0,017
Dieta com SLNC206 0,79 2,85 0,024
Dieta com SLNC109 2,59 0,30 0,078
Dieta com SLNC209 2,11 1,39 0,063

CV - coeficiente de variagéo.

As fezes produzidas pelos cdes durante toda fase experimental foram de boa
qualidade, ndo sendo verificados episodios de diarréia ou constipagdo. No primeiro
ensaio de digestibilidade aparente, testando quatro diferentes produtos a base de
prépolis, os valores de CDA de PB, EEA, ENN e EM néo foram afetados (P>0,05) pela
incluséo de extrato de propolis na dieta. Entretanto, foi observado menor valor de CDA
de MS da dieta com o produto SLNC209 (P<0,01) quando comparado aos outros quatro
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tratamentos (Tabela 2). No entanto, esta diferenca ndo foi suficiente para prejudicar a
utilizacdo digestiva dos demais nutrientes avaliados e da energia que se apresentaram

semelhantes entre os tratamentos avaliados.

Tabela 2 — Valores dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo &cido (EEA), extrativo ndo
nitrogenado (ENN) e energia metabolizavel (EM) das dietas, controle e com
diferentes extratos de propolis

Dietas

0
CDA Controle  SLNC106 SLNC206 SLNC109 SLNC209 CV (%)
MS 87,70° 88,08° 88,51° 88,08° 85,15 2,00
PB 77,81 79,04 78,81 78,77 77,60 5,29
EEA 89,28 87,28 87,44 89,31 87,47 2,23
ENN 75,21 76,71 76,78 76,63 73,15 5,15

EM (kcal/kg)  2792,49 2716,22 2768,88 2799,80  2780,11 4,66
%P _ Meédias seguidas de letras mindsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).

CV — Coeficiente de Variacao.

Em relacdo aos extratos SLNC106 e SLNC109, apesar de ndo terem apresentado
efeito sobre a utilizacdo dos nutrientes da dieta, possuiam, na sua composicdo,
propilenoglicol que resultava em residuos de dleo aderido na embalagem pela maior
viscosidade, sendo necessaria, no experimento, a “limpeza” da parte interna da
embalagem com o alimento para conseguir remocéo total do produto.

Por outro lado, os produtos sem propilenoglicol (SLNC206 e SLNC209) exigiram
agitacdo maior para sua homogeinizagdo, mas permitiram maior facilidade na sua

utilizacdo sem apresentar aderéncias de produtos na embalagem.

Experimento 2

Com base nos resultados de digestibilidade da dieta e facilidade de manuseio do
produto, o extrato SLNC206 foi escolhido para ser testado no segundo ensaio de
digestibilidade, com inclusdes em diferentes concentragdes.

Os TFT calculados para as dietas, de acordo com as diferentes dilui¢des do extrato
SLNC206 em 6leo de soja estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Teores de flavonoides totais em apigenina (mg/kg dieta) de acordo com as
diferentes diluigdes do extrato SLNC206 em oleo de soja

Volumes do extrato SLNC206 diluido em dleo de soja
20 mL 40 mL 60 mL 80 mL
Teor de flavonoides 0,66 0,99 1,99 3,97

Parametro

Os valores de CDA da PB, EEA, ENN, MS e os valores de EM de dietas com
diferentes niveis de flavonoides totais sdo apresentados na Tabela 4. Aplicando o teste
de Dunett, apenas o valor de CDA da MS da dieta contendo 0,66 mg/kg TFT foi menor
(P<0,05) em relacdo aos obtidos com a dieta-testemunha, sem adicdo do extrato de
prépolis SLNC206. Excluindo os valores obtidos com a dieta-testemunha, que recebeu
apenas inclusdo de 6leo de soja e ndo alcool presente no extrato etandlico de propilis,
foram observadas melhoras lineares (P<0,05) sobre os valores de CDA da PB, EEA,
MS e EM das dietas a medida que aumentaram os teores de flavonoides totais,
adicionados com o extrato de prépolis SLNC206.

Essa melhora para o valor de CDA para EEA e PB também foi observada por
Tatli & Ismail (2008), que testando o efeito do EEP (5 mg/Kg) na dieta de frangos
expostos ao estresse térmico, verificaram melhora para ganho de peso, conversdo
alimentar e digestibilidade de extrato etéreo e PB dessas aves. Os autores concluiram
que o suplemento de EEP é uma alternativa ao uso de antibidticos para contribuir no

desempenho e digestibilidade das aves em condicGes de estresse térmico.

Tabela 4 — Valores dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo acido (EEA), extrativo ndo-
nitrogenado (ENN) e da energia metabolizdvel (EM) das dietas, com
diferentes niveis de teor de flavonoides totais

Teores de Flavonoides Totais (mg/kg)

CDA Testemunha 0.66 0.99 199 3.97 Média cVv
pB! 77,7 76,5 77,9 77,6 79,8 77,9 3,48
EEA? 89,3 88 88,9 89,4 89,9 89,1 1,90
ENN 74.9 74 74,1 74,3 72,8 71,1 6,28
MS?® 87,6 85,2* 85,9 86,6 86,7 86,4 1,94
EM? 2790 2664 2693 2736 2740 2724 213

CV= Coeficiente de Variagao.

* Difere da Testemunha pelo Teste de Dunett (P<0,05).
1- Efeito linear (y=76,338 + 0,8472 X) R?= 0,85.

2- Efeito linear (y=88,127 + 0,4850 X) R?= 0,80.

3- Efeito linear (y=85,3766 + 0,3802 X) R?= 0,71.

4- Efeito linear (y=2669,12 + 20,5698 X) R?= 0,71.
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Oliveira (2005) encontrou aumento do consumo de MS quando forneceu EEP (68
mL) para vacas leiteiras. Em oposicéo, Stelzer et al. (2009), avaliando a adi¢cdo de EEP
a 30% (34 mL) nas racGes de vacas produzindo acima de 20 kg de leite/dia também néo
observaram alteracGes no consumo, na digestibilidade e no desempenho destes animais.

Lana et al. (2005), em estudo com cabras leiteiras, observaram aumento da
digestibilidade de PB e extrato etéreo nos animais que receberam 6leo de soja na dieta,
contendo ou ndo propolis. Estes pesquisadores avaliaram quatro dietas: controle, dieta
contendo somente Oleo de soja (120g), dieta somente com EEP a 30% (10 mL) e dieta
com Oleo de soja e EEP. A propolis adicionada sozinha néo alterou a digestibilidade da
dieta, sendo, no entanto, observada a diminuicdo de consumo de MS na presenca de
prépolis.

Avaliando compostos fendlicos, 20 g/kg de dieta, presentes no cha verde, Choo
(2003) observou a reducdo na digestibilidade da dieta, quando foram avaliadas dietas
normolipidica e hiperlipidica em ratos.

S&0 necessarias mais pesquisas com o uso de diferentes extratos de propolis, bem
como sua concentracdo e tempo de uso, na dieta dos animais, avaliando respostas em
termos de indices zootécnicos, efeitos adversos e sobre a utilizacdo digestiva de

nutrientes.

Concluséo

Nestas condi¢cdes experimentais, os diferentes extratos de propolis nas doses
utilizadas no primeiro ensaio ndo tiveram efeito na utilizacdo digestiva de nutrientes, a
excecdo do SLNC209 que piorou o valor do coeficiente de digestibilidade da matéria
seca quando comparada a dieta-controle. J&, a inclusdo de niveis crescente de
flavonoides totais adicionados a dieta com o extrato de propolis SLNC206 melhoraram
a utilizacao digestiva da PB, EEA, MS e EM para caes adultos.
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IV - Condicao corporal e bioldgica de cdes que receberam o extrato de propolis na
dieta

RESUMO - O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da suplementacao
de extrato de prépolis (SLNC206/SL49®") sobre o consumo de alimento completo,
condi¢do corporal: peso vivo, escore corporal e mensuragdo de tecido adiposo
subcutaneo na regido lombar e condicdo bioldgica: indice de proliferacdo de linfdcitos,
resposta vacinal contra o virus da cinomose canina, hemograma, concentracao sérica de
fosfatase alcalina, creatinina, colesterol total e triacilglicerol (TAG). Por cinco meses,
foram usados 16 cées da raca Beagle, com 11 meses de idade, divididos, ao acaso, em
dois grupos: controle e o grupo que receberam dieta contendo extrato de prépolis
(SLNC206/SL49®Y), que forneceu um teor de flavonoides de 0,11 mg/kg de peso vivo
por dia. Os animais que receberam a dieta com extrato de propolis apresentaram maior
reducdo no peso, na espessura de tecido adiposo subcutaneo e na concentracdo de
colesterol total ao final do experimento. No entanto, para as caracteristicas: consumo,
escore corporal, avaliacdo clinica, titulacdo da resposta vacinal, indice de proliferacdo
de linfdcitos, concentracdo sérica de fosfatase alcalina e creatinina ndo foram

observadas diferengas entre 0s grupos.

Palavras-chave: Beagle, tecido adiposo, obesidade
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Body and biological condition of dogs fed with propolis extract in diet

ABSTRACT - The objective of this experiment was to evaluate the effect of
propolis extract (SLNC206/SL49®"Y) on feed intake, body condition: body weight (bw),
body score and tissue subcutaneous fat in the lumbar region, biological condition: index
proliferation of lymphocytes, vaccination response against canine distemper virus,
hemograme, serum alkaline phosphotasis, creatinine, total cholesterol and
triacylglycerol (TAG). For five months, 16 Beagle dogs,11 months-old each, were used;
they were randomly divided in two groups: control group and dogs fed with propolis
extract (SLNC206/SL49%Y), which provided a total flavonoid content of 0.11 mg/kg of
bw per day. The group fed with propolis extract showed a higher reduction in weight,
thickness of the subcutaneous fat and total cholesterol at the end of the experiment.
However, the characteristics: intake, body score, clinical assessment, vaccine response,
lymphocyte proliferation index, serum alkaline phosphatasis and creatinine did not

differ between both groups.

Key Words: Beagle, fat tissue, obesity

®Y patent: P1 05063930
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Introducéo

A propolis é conhecida e utilizada pelo homem desde os tempos mais remotos.
Os sacerdotes do antigo Egito a utilizavam frequentemente como substancia
medicinal e como parte integrante dos unguentos e cremes de embalsamar. Mais
tarde, persas, romanos e incas também fizeram uso da propolis para tratar infecgdes
(Pereira et al., 2002).

A presenca de diversos compostos fendlicos na propolis, principalmente os
flavonoides, explicam, em parte, a grande variedade das propriedades terapéuticas
(Koo & Park, 1997; Banskota et al., 2000), como anti-inflamatéria, antimicrobiana,
anestésica, antitoxica, antioxidante, imunoestimulatoria, antitumoral e cicatrizante
(Metzner et al., 1979; Santos et al., 2002).

Atualmente, a alimentagdo para animais de companhia visa promover uma
correta condigdo corporal, prevenir o aparecimento de determinadas patologias ou
acelerar a recuperagéo dos animais enfermos (Miguel, 2000).

Os animais de estimacdo dos grandes centros urbanos vivem cada vez mais
confinados em pequenos espacos (apartamentos) e com vida sedentaria. A conjuncao
de trés fatores; castracdo, disponibilidade alta de alimentos e manejo inadequado do
proprietario aumenta o aparecimento da obesidade (Laflamme et al., 1998; Borges,
2004).

Na literatura consultada, ndo foi encontrada informacéao sobre o uso de extrato
de propolis na dieta de cées, para avaliar possiveis efeitos na condicdo corporal e
biolbgica destes.

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo do
extrato de propolis (SLN0206/8L49(P')), em cées adultos da raca Beagle, sobre o
consumo de alimento, condigdo corporal: peso vivo, escore corporal e mensuragéo
de tecido adiposo subcutaneo na regido lombar; e condicdo bioldgica: indice de
proliferacdo de linfécitos, resposta vacinal contra o virus da cinomose canina,
hemograma, concentracao serica de fosfatase alcalina, creatinina, colesterol total e

triacilglicerdis (TAG).
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Estudos de Nutricdo Canina, do
Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal do Parana - UFPR.

Foram utilizados 16 cées da raca Beagle, sendo oito fémeas e oito machos, com
11 meses de idade e peso médio de 10 kg, durante um periodo de cinco meses, de abril a
agosto de 2009. Antes de iniciar o experimento, foi atestada a higidez dos cées com a
realizacdo de exames fisico, hematoldgico, bioquimico e coproparasitolégico em cada
cdo; os quais foram treinados a ingerirem o alimento em locais pré-estabelecidos das
baias.

Os cées foram alojados em baias, as quais apresentavam piso de cimento e
mediam 1,5 m de largura por 2,0 m de comprimento, mas também ficavam soltos, em
gramado, por uma média de 6h por dia numa area de cerca de 1.000 m?. Os animais
foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos
e oito repeticdes, quatro fémeas e quatro machos.

Foi utilizada uma dieta comercial (Nova D+, Kowalski — Quadro 1) de acordo
com as exigéncias nutricionais para cdes (NRC, 2006) com ou sem suplementacdo de
extrato de prépolis (SLNC206/SL49®Y). Para composicdo da dieta-controle foram
adicionados 2 L de 6leo de soja em um volume de 75 kg de alimento comercial.
Enquanto, para a dieta-teste, foram adicionados, primeiramente, 80 mL de extrato de
prépolis diluidos em 2 L de 6leo de soja e, posteriormente, adicionado a um volume de
75 kg de dieta comercial, proporcionando teor de flavonoides totais em apigenina
calculado de 3,97 mg/kg da dieta.

Nutriente Niveis de garantia

Umidade (méximo) 12,0%
Proteina Bruta (minimo) 18,0%
Extrato Etéreo (minimo) 4,5%
Matéria Fibrosa (maximo) 6,0%
Matéria Mineral (maximo) 12,0%
Calcio (maximo) 2,4%
Fadsforo (minimo) 0,8%
Energia Metabolizavel (maxima) 2.675,0 kcal/kg

Quadro 1 — Niveis de garantia apresentados na embalagem do alimento completo.

A inclusdo do 6leo de soja na dieta-controle e 6leo de soja mais extrato de

propolis na dieta-teste foram realizadas na fabrica de ragdo da Fazenda Experimental
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Canguiri da UFPR. A mistura dos croguetes com o 6leo foi feita num misturador do tipo
duplo cone (35rpm) durante um periodo de 10 min. A dieta-controle foi manipulada
primeiramente para evitar resquicios de extrato de propolis no misturador.

A energia metabolizavel prevista das dietas experimentais, considerando os niveis
de garantia apresentados no Quadro 1 e com acréscimo de 6leo de soja ou 6leo mais
extrato de propolis foi de 2.745 kcal/kg.

A agua foi fornecida “ad libitum”, enquanto que o alimento durante todo o
periodo experimental foi fornecido uma vez ao dia, as 9h da manha. A quantidade
fornecida por animal foi calculada pela necessidade energética didria de mantenga,
ajustada de acordo com a fase de crescimento, temperatura do ambiente e energia
metabolizavel das dietas. A dieta contendo extrato de prépolis proporcionou uma
ingestdo de flavonoides totais em apigenina de 0,11 mg/kg de peso vivo.

Os pratos utilizados foram identificados, individualmente, para facilitar a pesagem
da comida oferecida e a sobra. Durante todo o periodo experimental, as quantidades
fornecidas de alimento, bem como as sobras foram anotadas. Mesmo os cées tendo sido
treinados para ingerirem o alimento em locais pré-estabelecidos e ndo trocarem de
prato, para evitar erros, durante a ingestdo do alimento sempre uma pessoa 0S
acompanhavam na baia durante o tempo necessario para a ingestao total ou, quando isto

ndo acontecia, pelo tempo maximo de 20 min, quando os pratos eram retirados da baia.

Condicdo corporal

Os caes foram pesados no inicio, meio e final do periodo experimental, sempre
em jejum, para avaliacdo da manutencéo de peso.

A condicdo corporal também foi avaliada pelo escore corporal, realizado no inicio
e final do experimento pelo mesmo observador que ndo tinha informac6es a que grupo
cada animal pertencia, para evitar erros de avaliacdes. A metodologia empregada foi de

Sharon (1993), conforme demonstrado no Quadro 2.
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1 T

Costelas. wvértebras lombares, ossos pélvicos e todas as
saliéncias Osseas visiveis a distidncia, auséncia de gordura
palpavel. Curvatura abdominal e cintura bem marcadas
(animal caquético).

Costelas facilmente palpaveis com minmma cobertura de
gordura. Curvatura abdominal evidente.

Costelas palpaveis com cobertura de gordura e base da cauda
com um leve contorno (antmal normal).

Costelas dificeis de palpar. Curvatura abdominal muito pouco
marcada. Visto de cima, vé-se a cintura, ainda que esta nio
esteja marcada.
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~| Costelas mmito dificeis de palpar, amimal apresenta papo.

(animal obeso). Depodsitos de gordura visiveis na regido
lombar e na base da cauda. Curvatura abdominal ausente.

Quadro 2 — Sistema de avaliacdo da condicao corporal de pequenos animais.

Fonte: Sharon (2003).

No inicio e final do experimento, pela manhd, antes de receberem a primeira

refeicdo diaria, foi avaliada a espessura do tecido adiposo subcutaneo (mm). O método

de avaliacdo usado, neste experimento, foi descrito por Morooka et al. (2001), que

fizeram a mensuracéo da profundidade e area da camada subcuténea de tecido adiposo

em L6, L7 e S1, com ultrassom em plano transversal, sendo um indicador clinico de

confianca para avaliar o deposito de gordura em cdes da raca Beagle. Neste

experimento, a espessura do tecido adiposo subcutaneo foi mensurado com ultrassom,

usando transdutor linear de 7,5MHz em plano transverso na regido da vértebra lombar

(L7).

Condicdo biologica

Durante o experimento, para atestar a saude dos cées, foi realizada, mensalmente,

ausculta cardiaca e pulmonar, contagem de movimentos respiratérios e batimentos

cardiacos por minuto, tempo de preenchimento capilar, afericdo da temperatura
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corporal, verificagdo da coloracdo das mucosas e tamanho dos linfonodos (axilar,

cervical e popliteal), por palpagéo.

Hemograma e perfil lipidico plasmatico

Para avaliar os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos foram realizadas trés
coletas de sangue durante o experimento, no inicio, meio e final do experimento. As
coletas foram realizadas em jejum, pela venopuncdo da jugular externa com seringa de
5 mL ou 10 mL e agulha 25x8. Cerca de 3 mL de sangue foram destinados a obtencéo
de soro e 1,5 mL para obtencdo de plasma com o uso de EDTA a 10%.

As analises hematoldgicas e bioguimicas foram realizadas no Laboratério Clinico
do Hospital Veterinario do Cesumar, sendo realizadas num tempo maximo de 72h apds
a coleta. Foram avaliados numeros de hemaécias e leucdcitos, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, contagem diferencial de leucdécitos, concentragdo de proteina
plasmatica, colesterol total e TAG sérico.

Para determinacdo do hemograma foram utilizadas as técnicas de rotina descritas
por Jain (1993). As contagens totais de eritrdcitos, leucocitos e a determinacdo da
concentracdo de hemoglobina foram realizados com auxilio do contador automatico de
células (Celm CC 540 veterinario). O hematdcrito foi determinado pelo método do
micro-hematocrito e as concentracdes de proteinas plasmaticas pelo método do
refratbmetro.

Para a contagem diferencial de leucécitos foram confeccionadas laminas nos
momentos de coletas (sendo duas laminas por individuo). Os esfregacos sanguineos
foram corados com corante de Wright' e, posteriormente, foi realizada uma leitura de
200 células.

O colesterol total e TAG foram analisados no aparelho BIOPLUS 2000. Foi usado
0 teste enzimatico-colorimétrico com fator clareante de lipides para determinacgéo

quantitativa do colesterol total’ e TAG? presente no soro.

! Laborclin®
2 Colesterol Enzimético codigo 743051 — Laborclin/biodiagndstica

* Triglicérides GPO-Trinder C6d.: 743191 — Laborclin/biodiagnéstica
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indice de proliferacdo de linfdcitos

A andlise foi conduzida nas instalacbes do Laboratorio de Fisiologia da
Universidade Federal do Parand — UFPR — Curitiba. Esta andlise foi realizada somente
no periodo final do experimento, ou seja, aos 15 meses de idade dos cées.

O sangue dos cédes (10 mL) foi armazenado em tubo de ensaio previamente
heparinizados. Apoés a coleta, o sangue foi submetido ao seguinte protocolo:

a. centrifugacdo a 400 g por 10 min a 4°C;

b. obtencgdo de aliquota do plasma;
transferéncia do restante para um tubo falcon de 50 mL;

e o

adicdo do mesmo volume de PBS;
preparo dos tubos de vidro (15 mL) com 3 mL de HISTOPAQUE®-1077;
adicdo de 8 mL de sangue diluido com PBS em cima do HISTOPAQUE®-1077,;

fechamento com parafilm;

o Q@ —Hh o

centrifugacdo a 400 g durante 30 min a 12°C;

desprezo da fase superior e transferéncia da camada intermediaria para outro
tubo — juncédo das duas camadas intermediarias em cada tubo (volume 2 mL) —
Linfocitos e Mondcitos;

j. a camada constituida de hemadcias e células polimorfonucleares é, entdo,

transferida para um falcon de 50 mL.
Cultivo dos linfécitos

Uma vez isolados os linfécitos, 2 x 10° células por poco, foram cultivados em
meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e antibidticos
(penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 pogos (volume final de
200uL), a 37°C em atmosfera de 95% ar / 05% CO?, por 48h. Os linfécitos foram
estimulados com 20uL/poco de solugdo hidroalcoolica dos mitégenos Concanavalina A
(Con A), estimulador da proliferacdo de linfocitos T e 20uL de uma solugéo contendo
(2-14C)-Timidina (0,02uCi/pogo), sendo que as células foram cultivadas por um
periodo adicional de 18h, nas mesmas condic¢Ges descritas anteriormente.

Apobs este periodo, foram coletadas automaticamente em coletor multiplo (Skatron
Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n°® 11731 (Skatron Combi - UK).

Neste processo ndo ha necessidade de processos extrativos preparatorios para obtencéo
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de DNA celular. Os discos de papéis que contém a radioatividade incorporada no DNA
foram transferidos para vials contendo 1 mL de liquido de cintilacdo e levados para
mensuracdo em contador Beckman LS 6500. Os resultados foram expressos em indice
de proliferacdo, calculado pela relagcdo: valor da proliferacdo com estimulo/valor da

proliferacdo sem estimulo.

Resposta vacinal

Para esta anélise foram realizadas quatro coletas de sangue com intervalos de 28
dias. Apos a primeira e segunda coleta foi feito um desafio ao sistema imunoldgico com
a aplicacdo de vacina 6ctupla® comercial para cdes (contra cinomose, parvovirose,
coronavirose, parainfluenza, adenovirose, hepatite infecciosa e leptospirose canina).

As amostras de soro das quatro coletas foram armazenadas em eppendorf de 1,5
mL e congeladas para posterior envio. A titulagdo de resposta vacinal para cinomose
canina foi realizada no Laboratério de Virologia e Imunologia da Universidade Federal
de Pelotas - UFPel - RS.

Anticorpos contra o virus da cinomose canina foram avaliados mediante inibicéo
da hemaglutinacdo (HI). Inicialmente, as amostras de soro foram diluidas a 1:5 com
tampdo salina borato (BBS; 1.5M NaCl, 0.5M H3BO3, 1.0M NaOH, pH 9.0). A seguir,
foram tratadas para a remocdo de inibidores inespecificos de hemaglutinacdo e de
aglutinacdo como descrito a seguir: ao mesmo volume de soro diluido foi adicionada
uma suspensao de caulim a 25% em solucéo salina fosfatada (PBS; pH 7,2) e incubado
durante 30 min a temperatura ambiente, homogeneizando periodicamente. Apds
centrifugacdo a 400 g, durante 10 min, o sobrenadante foi adsorvido em igual volume
(50 mL) de hemacias de suinos diluidas a 50% em tampédo VAD, pH 6.0 (0.15M NacCl,
0.3M NayHPO,4, 0.15M NaH,PO,), durante 1h, a 4°C. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C até o momento da realizacdo do teste.
Amostras tratadas foram diluidas a partir de 1:20 até 20480 em microplacas com fundo
em “V” usando tampao BABS (BBS com 0.2% de soro fetal bovino), incubadas com a
amostra de virus da cinomose canina (Cornell A7517 strain; quatro unidades
hemaglutinantes/25 mL) e ap6s 2h a 37°C, foram adicionados 50 mL de uma suspenséo
de hemacias de suino a 0,5% (em VAD, pH 6,0).

4 Recombitek C6/CV - Merial®
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A leitura foi feita ap0s incubacdo noturna a 4°C. Os testes foram considerados
validos quando as hemécias dos pocos controles haviam sedimentado totalmente e
quando a titulacdo reversa confirmava as quatro unidades hemaglutinantes do virus. Em
todas as microplacas foram incluidas amostras negativas de soro e amostras com titulos
de anticorpos conhecidos, como controles. Amostras de soro com titulo <20 foram
consideradas negativas (Carmichael & Binn, 1981).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia. Inicialmente, as variancias
dos tratamentos foram avaliadas quanto & sua homogeneidade pelo teste de Bartlett.
Quando os resultados revelaram existir diferenca estatistica significativa entre médias
dos tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de F no nivel de 5% de
probabilidade. Como ferramenta de auxilio as analises estatisticas, utilizou-se o
programa estatistico MSTAT-C (Michigan State University, 1989).

Resultados e Discussao

Condicdo corporal

N&o foram observadas interacOes entre as dietas e idade dos animais sobre o
consumo de alimentos e de energia, indicando que seus efeitos sdo independentes
(Tabela 1). No entanto, foram observadas diferengas (P<0,01) de acordo com a idade
dos animais para ambas as caracteristicas, corroborando com o descrito por Will &
Morris (1996), que o cdo da raca Beagle é considerado cdo de porte médio e tende a
crescer até cerca de 12 meses.

Tabela 1 — Consumo médio diario de alimento (g/dia) e energético (Kcal/dia) de cées
Beagles, de acordo com a idade, com e sem a inclusdo de extrato de
prépolis na dieta

Idade dos cées (meses) Idade dos caes (meses)

11 13 15 11 13 15
Dietas  Consumo de alimento (g/dia) Media Consumo energético (Kcal/dia) Média

Controle 263,08 270,82 271,25 268,38 73452 756,13 757,33 749,33
Propolis 263,98 268,83 268,75 267,19 72542 738,74 738,53 734,23

Média 263,53 269,83% 270,00° 267,79 729,97° 747,44 747,93 741,78

CV (%) 1,23 2,24
probabilidades

Dieta 0,7094 0,3652

Idade 0,0001 0,0003

D*| 0,2776 0,5545

a,b - Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).
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Corroborando com o observado neste experimento, também ndo houve alteracdo
de consumo dos animais em experimento realizado por Franco et al. (2007), os quais
pesquisaram em frangos de corte, durante 42 dias, dietas contendo 0,0; 0,1, 0,2 ou 0,3%
de extrato etandlico de prépolis (EEP) a 15%, adicionado ao 6leo de soja. E nédo
observaram diferenga no rendimento de carcaca e peso das aves entre 0s tratamentos.

Garcia (2001) testou racdo peletizada com concentragdes de 0,1; 0,2; e 0,3% de
prépolis em coelhos da raca Norfolk 2000 e observou maiores ganhos de peso nos
animais que receberam racdo com 0,1% de extrato seco de propolis e menores nos que
receberam ragdes com 0,3% de extrato seco de propolis.

Diferentemente ao observado neste experimento, Arauco et al. (2007) descrevem
que ndo observaram diferenca no ganho de peso dos girinos os quais receberam prépolis
na racdo, em niveis: 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5%. O consumo de racdo dos girinos durante o
periodo experimental ndo teve diferenca significativa entre os tratamentos. No entanto,
0s autores observaram que o0s girinos que receberam prépolis apresentaram as maiores
porcentagens de animais no estagio 42, indicando que o extrato hidroalcoolico de
prépolis pode ter favorecido a metamorfose nas condi¢des experimentais.

Para o escore corporal dos cées, deste estudo, ndo foi observado diferenca entre 0s
animais alimentados com a dieta-controle e a suplementada com extrato de propolis
(Figura 1), demonstrando uma mediana de valor que significa escore corporal normal /

ideal.
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Figura 1 — Diferenca (A) (mensuracéo inicial menos final) do peso vivo animal e tecido
adiposo subcuténeo da regido lombar (TAS) e escore corporal dos cédes que
receberam dieta-controle ou com propolis por cinco meses.
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Entretanto, houve diferenca significativa, entre os grupos, para reducdo de peso
dos cées durante o periodo experimental, e o tratamento que recebeu extrato de propolis
na dieta apresentou maior reducdo de peso que o grupo-controle (Figura 1). Por sua vez,
para mensuracdo de tecido adiposo subcutaneo da regido lombar também foi observada
diferenca entre os grupos (Figura 1), no qual os cdes que receberam extrato de propolis
na dieta, ou 0,11 mg de flavonoides por kg de peso vivo por dia, apresentaram maior
reducdo de tecido adiposo subcutaneo lombar que o tratamento-controle.

Os maiores depositos de gordura acumulada localizam-se sob a pele, como
gordura subcutdnea, ao redor dos Orgaos vitais e nas membranas que rodeiam 0s
intestinos (Case et al., 1998). A condicdo corporal pode ser determinada por meio de
diversas técnicas com diferentes graus de precisdo e exatiddo e a custos variados
(Borges, 2005).

Os resultados deste estudo corroboram com o observado por Koya-Miyata et al.
(2009), no qual a administracdo de extrato de propolis reduziu o ganho de peso de
camundongos machos (50 mg/kg) e fémeas (25 mg/kg); enquanto que a ingestdo da
dieta, hiperlipidica, ndo foi afetada pela administracdo de propolis. Segundo os autores,
a propolis pode ser um inibidor de ganho de peso. Nesse estudo foram usados
camundongos machos e fémeas, com seis e sete semanas de idade, respectivamente,
recebendo agua e alimentacdo “ad libitum”. Os roedores foram divididos em trés grupos
de oito animais, grupo recebendo somente o veiculo (etanol 2%) ou doses de prépolis
para machos de 5 mg/kg ou 50 mg/kg, e para fémeas 2,5 mg/kg ou 25 mg/kg, via sonda
estomacal duas vezes por dia (200uL) por quatro semanas. O peso do tecido adiposo
retroperitoneal nos machos e peso do tecido adiposo perirenal nas fémeas, que
receberam extrato de prépolis foi significativamente menor que o grupo-controle e
somente 0s camundongos machos que receberam a maior dose de prépolis apresentaram

menor peso de tecido adiposo visceral.

Condicdo biologica

Os cées ndo apresentaram nenhuma alteracdo clinica durante a realizacdo deste
experimento (Tabela 2), assim como, ndo houve diferenca entre os valores de
hemograma, fosfatase alcalina e creatinina séricos entre os grupos (Tabela 3). Os
valores observados se encontraram dentro da faixa de referéncia considerada normal

para a espécie estudada.
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Pardmetros Clinicos VR Controle Propolis
Ausculta cardiaca Normal Normal Normal
Ausculta pulmonar Limpa Limpa Limpa
Movimentos respiratdrios por minuto 10-40 12 16
Batimentos cardiacos por minuto 60-160 84 88
Tempo de preenchimento capilar 1-2 2 2
(segundos)

Coloracéo das mucosas Radsea Rosea brilhante  Rdsea brilhante
Média Temperatura retal (°C) 37,5-39,2 38,7 39,0
Linfonodos Normal Normal Normal

VR — valor de referéncia.

Tabela 3 — Valores de hemograma e analises bioquimicas sérica para fosfatase alcalina,
creatinina, colesterol total e triacilglicerois de cdes alimentados com dietas
suplementadas ou ndo com extrato de prépolis SLNC206/SL49®Y

Dietas
Controle Prépolis VR CV (%) P
Hemacias (x106/uL) 5,65 5,97 5,5-8,5 9,73 0,97
Hemoglobina (g/dL) 15,33 15,60 12,0-18,0 10,18 0,64
Hematocrito (%) 42,92 45,21 37,0-55,0 7,52 0,15
Leucdcitos totais (/ul) 9341,7  9320,8 6000-17000 17,46 0,23
Neutrofilos (/uL) 56435  6084,9 3000-11500 24,99 0,07
Eosinofilos (/uL) 182 270 100-1250 78,21 0,47
Linfocitos (/uL) 2786 2468 1000-4800 33,18 0,93
Monbcitos (/pL) 721 516 150-1350 71,92 0,47
gf;ﬁ')”a plasmaticatotal ¢ 44 g6 6080 494 024
Fosfatase alcalina (UI/L) 58,7 50,7 20-156 56,34 0,58
Creatinina (mg/dL) 0,6 0,6 0,5-1,5 29,74 0,84

CV - coeficiente de variagéo.
VR —valor de referéncia.

Corroborando com o descrito por Turner et al. (2006), trabalhando com cavalos

arabes recebendo, por 42 dias, via oral, um produto contendo prépolis, observaram que

os valores de hematocrito, hemoglobina, nimero de linfdcitos e concentracdo sérica de

lactato ndo foram alterados. Ap0Os o exercicio, 0s autores constataram que os cavalos

que ingeriram o produto a base de propolis apresentaram menor excrecao de fosforo.

A modulacdo nutricional das respostas imunes especificas deve ser considerada na

determinacdo das exigéncias nutricionais e na adequada manipulagdo dos nutrientes,

assim como, no processamento dos alimentos e aditivos incluidos nas dietas (Fernandes

et al., 2009). Segundo Perez (1989), a mudanga na composicao leucocitaria observada
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nos animais pode ser consequéncia de uma melhora na resposta imunoldgica apds o
consumo de propolis.

De acordo com o descrito por Arauco et al. (2007), os valores meédios das
porcentagens de linfocitos, neutrofilos, eosindfilos e baséfilos do sangue periférico de
girinos de ra-touro ndo foram influenciados pelos diferentes niveis de prdpolis na ragdo
(0,0; 0,2; 0,5; 1 e 1,5%). Os autores somente observaram diferenca na porcentagem de
monocitos, no qual os girinos que receberam o extrato hidroalcodlico de prépolis a
1,5% e aqueles que ndo receberam, apresentaram a menor porcentagem desse grupo
leucocitério no sangue.

Para a variavel colesterol total plasmatica foi observada maior reducdo para o
grupo que recebeu extrato de prépolis na dieta, enquanto que para reducdo de TAG
sérico ndo foi observada diferenca entre os tratamentos (Tabela 4). A reducdo na
espessura de tecido adiposo subcutaneo da regido lombar dos cdes, deste experimento,
pode ter ocorrido pela alteracdo no metabolismo lipidico, ja que apresentaram maior

reducdo na concentracdo de colesterol total sanguineo.

Tabela4 — Reducdo observada (concentracdo inicial menos concentracdo final) da
concentracdo sérica de colesterol total e triacilglicerol dos cdes que
receberam dieta-controle ou dieta com inclusdo de extrato de prépolis

Diferenca entre valor inicial e final (reducéo)

Dietas Colesterol total (mg/dL) Triacilglicerol (mg/dL)
Controle 15,94 37,98
Prépolis 25,16° 32,08
CV% 10,43 19,29
p 0,0001 0,1026

a,b, - Médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
teste de F (P<0,05).

Esta reducdo da concentracdo de colesterol sérico também foi descrito por Koya-
Miyata et al. (2009), em estudo com camundongos machos, observaram a reducdo das
concentragOes séricas de colesterol e TAG somente no grupo que recebeu 5 mg/kg de
extrato de propolis. Foram analisados os niveis do RNAm dos fatores da transcri¢éo
associados com o metabolismo lipidico. Os niveis da expressao da proteina ligadora dos
elementos regulados por esterdis 1 (SREBP-1), um fator chave na regulagcdo de
transcrigdo da sintese de &cidos graxos foi reduzido pela administragdo de extrato de
propolis nas dosagens de 5 mg/kg e 50 mg/kg. A dosagem mais elevada de propolis

diminuiu os niveis de RNAm da proteina ligadora dos elementos regulados por esterdis
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2 (SREBP-2), a qual controla a biossintese do colesterol. Os niveis de expressdo da
acetil-CoA carboxilase alfa e sintetase de acido graxo em camundongos que receberam
extrato de propolis foram menores que o grupo-controle. E os niveis de RNAm da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A sintetase 1 e da esqualeno epoxidase
foram reduzidos, dependendo da dose do extrato de propolis.

Entretanto, o nivel de expressdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A
redutase, enzima que determina a velocidade da sintese do colesterol, foi aumentada
pela administracdo de extrato de propolis. Segundo Koya-Miyata et al. (2009), a
propolis preveniu o aparecimento da obesidade em camundongos e um dos mecanismos
responsaveis é a diminuicdo da sintese de &cidos graxos.

Sugere-se que neste experimento também tenha ocorrido a diminuicdo da sintese
de acidos graxos, visto que foi observada a reducdo de colesterol sérico e de tecido
adiposo subcutaneo na regido lombar dos cées que receberam extrato de prépolis na
dieta, dado interessante para um possivel uso, futuro, na dieta de caes obesos.

Em experimento com erva mate tostada, que, semelhantemente a propolis,
também possui flavonoides (quercetina e rutina) e acidos fendlicos (acido clorogénico),
além de cafeina e saponina, usando dosagens de 1 ou 2 g/kg, por via oral, em 62
camundongos machos obesos por 60 dias, Arcari et al. (2009) observaram redugéo
significativa no peso corporeo, glicemia, resisténcia a insulina, niveis de colesterol e
TAG séricos. A reducdo do peso corporeo ndo foi atribuida a inibi¢do do apetite, pois
segundo autores, ndo houve alteracdo na quantidade ingerida de racéo entre 0s grupos.

A acdo antiobesidade também pode ser pela reducdo da glicemia pds-prandial,
colesterol e TAG plasmatico, conforme demonstrado por Rodriguez de Sotillo &
Hadley (2002), usando acidos clorogénicos em ratos. Uma das vias pela qual o acido
clorogénico parece influenciar na glicemia € pela inibicdo da acdo da glicose-6-fosfatase
hepética. Esse sistema enzimatico é responsavel pela regulacdo homeostéatica da glicose
sanguinea, atuando no passo final da gliconeogénese e da glicogendlise, originando a
glicose livre que é exportada para a corrente sanguinea (Arion et al., 1998). No entanto,
Oliveira et al. (2008) ndo encontraram agdo sobre a enzima glicose-6-fosfatase.
Contudo, desmonstraram aumento significativo na expressdo génica do
contransportador intestinal de glicose SGLT1, responsavel pela absorcéo intestinal da
glicose.

Por outro lado, resultados contrarios foram encontrados por Mani et al. (2006), os

quais ndo observaram alteracdes nos niveis séricos de colesterol total, colesterol-HDL,
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lipidios totais, TAG, aminotransferase e lactato desidrogenase, em experimento com
ratos. Esses autores avaliaram a suplementagdo de concentracdes diferentes de propolis
de mg/kg/dia (1, 3 e 6) durante 30 dias; com 1 mg/kg/dia de EEP ou SHP durante 30
dias e; com 1 mg/kg/dia EEP durante 90 e 150 dias.

Biavatti et al. (2003), em experimento com pintainhos de sete dias de idade,
inocularam diretamente no esdfago Eimeria acervulina (400 mil oocistos por dose). O
uso de EEP (1 mL/kg racdo) melhorou o desempenho dos frangos de corte de 14-21
dias. Os autores dosaram, no final do experimento, (28 dias de idade das aves) os niveis
séricos de glicose, colesterol total, TAG, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase, sendo que apenas a fosfatase alcalina das
aves apresentou-se maior no grupo que recebeu EEP (1 mL/kg de racdo). Os resultados
deste experimento revelaram que o EEP pode ser utilizado como antimicrobiano, mas
sd0 necessarios mais estudos para encontrar a melhor concentracdo na dieta.

A acdo sobre o perfil lipidico, além da dose do composto fendlico pesquisado,
parece depender da presenca de outros compostos, conforme demonstrado em estudo de
Lopes et al. (2000). Esses autores usaram racdo comercial com acréscimo de
substancias indutoras a hipercolesterolemia (colesterol, acido colico, Triton WR 1339)
em coelhos machos, raca Nova Zelandia, e por via oral por meio de cépsulas foram
fornecidos flavonoides. A combinacdo naringenina e chitosan promoveu reducdo de
apenas TAG; embora a combinacdo de narigenina, antocianina e carmim reduziu
significativamente TAG, colesterol total, e aumentou nivel sérico de colesterol de alta
densidade (HDL) (Lopes et al., 2000).

Assim como a propolis, o chd verde possui alta quantidade de flavonoides,
principalmente catequinas, capazes de promover a diminuicao do peso, gordura corporal
e auxiliar na prevencdo e tratamento da obesidade e de doencas associadas como
diabetes. Em experimento com humanos, Nagao et al. (2005) obtiveram melhora do
perfil lipidico, diminuindo a concentracdo de colesterol total, lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e TAG. Ashida et al. (2004) ofereceram a ratos cha verde ao invés de
agua por trés semanas. O cha verde reduziu o peso do tecido adiposo sem qualquer
mudanga no peso corporal e consumo alimentar. Também foram reduzidas
significativamente as concentracbes sanguineas de colesterol total e &cidos graxos
livres.

Duloo et al. (1999) demonstraram aumento no gasto energético e diminuicdo no

quociente respiratorio de 24h de homens saudaveis, que consumiram o extrato de cha
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verde que proporcionou um teor de 90 mg de epigallocatequina gallato, um flavonoide.
Concluiu-se, neste estudo, que o composto fendlico do chd verde pode estimular a
termogénese e a oxidacéo lipidica.

O indice de proliferacdo de linfocitos de cdes que receberam extrato de prépolis

na dieta ndo foi alterado (P>0,05), como demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Indice de proliferacdo de linfocitos dos cées da raca Beagle aos 15 meses de
idade que receberam propolis ou ndo na dieta

indice de proliferacio de linfdcitos

Controle 1,26 £0,15
Propolis 1,24 +0,13
CV % 11,29
Significancia 0,7858

CV - coeficiente de variacéo.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos sobre o uso de extrato
de propolis na dieta de cées, mensurando o indice de proliferacdo de linfécitos. Em
experimento com cées da raca Beagle aos 17 meses de idade, Nunes et al. (2008)
observaram um valor de proliferacdo de linfocitos de 3,05 maior que o observado neste
experimento.

Sa&-Nunes et al. (2003), avaliando a proliferacdo de linfécitos em camundongos,
com administracdo de 0,2 mL de solucdo hidroalcéolica de prépolis a 30%, por via
intraperitoneal por trés dias (2,5; 5 ou 10 mg/kg), observaram que n&o foi alterada a
expressao e producéo de interleucinas (IL), IL-2, IL-4 e IL-10. Em estudo “in vitro”,
observaram efeito inibitério para proliferacdo de esplendcitos quando usado na
concentracdo de 100 pg/mL. O tratamento com propolis pode pré-ativar os macrofagos
esplénicos “in vivo” a produzir éxido nitrico, o que seria responsavel pelo efeito
inibitorio sobre a proliferacdo de linfocitos.

A acdo imunomoduladora da propolis também pode ser associada com a
ativacdo e a estimulagdo da capacidade fagocitica do macréfago (Scheller et al., 1989).
Ja, Sforcin (2002) verificou que a atividade imune da prépolis esta relacionada as
células natural killer, pois, observou aumento de células natural Killer esplénicas de
ratos dos grupos tratados com solugdo hidroalcdlica de prépolis a 10%, administrada
por sonda ao estdmago (10 mL) por trés dias.

Na propolis séo encontrados teores consideraveis de flavonoides, mas também

aminoacidos, principalmente arginina e prolina (Gabrys et al., 1988). A prolina é
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catabolizada via prolina oxidase em uma variedade de o6rgéos, incluindo o intestino
delgado, figado, rins, 6rgdos linfoides e placenta, gerando a pirrolina-5-carboxilato com
a funcdo de regular o estado redox celular e proliferacdo de células, incluindo linfocitos
(Phang, 1985).

O perodxido de hidrogénio formado na reagdo é uma molécula sinalizadora e um
agente citotoxico para bactérias patogénicas (Kim et al., 2005). A prolina constitui um
terco da composicdo de aminoacidos do colageno, portanto, € crucial para cicatrizacao
de feridas e recuperacdo de lesbes mediadas por células do sistema imune (Li et al.,
2007).

Neste experimento, para a variavel resposta vacinal contra o virus da cinomose
canina ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 2).
Resultado diferente ao observado por Kong et al. (2004), os quais em estudo com aves
de corte e nove fitoterapicos, dentre eles, um polissacarideo oriundo da propolis,
avaliaram a resposta vacinal contra o virus de Newcastle e o indice de proliferacdo de
linfdcitos. A inclusdo de prépolis (0,5 ou 1 mg), uma vez ao dia por trés dias, por via
subcutanea exerceu efeito sobre a resposta vacinal apenas na dosagem mais alta e
somente aos 21 e 28 dias pds-vacinais. Para a proliferacdo de linfdcitos periféricos, foi
observado maior valor para as aves que receberam a dosagem maior da proteina de
prépolis a partir dos 28 dias. A prépolis parece estimular a proliferacdo de linfocitos e a
imunidade humoral, sendo que doses mais elevadas sao mais eficazes do que doses mais

baixas.

O Controle mPrapolis
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Figura 2 — Nivel de diluicdo que apresentou hemaglutinacdo em céaes da raca Beagle

aos 12, 13, 14 e 15 meses de idade alimentados com dietas suplementadas
ou ndo com extrato de propolis.
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Ferreira et al. (2008) usaram prépolis marrom como adjuvante para aumentar a
resposta vacinal contra o virus da cinomose canina. Os grupos de camundongos que
receberam as concentragdes mais altas da vacina (1,5x10° e 3x10° TCDI50) acrescidas
de 400ug de propolis apresentaram incremento significativo na resposta imune humoral
quando comparados aos grupos que receberam as mesmas doses da vacina sem propolis.

As propriedades da propolis estdo diretamente relacionadas a sua composi¢do
quimica, o que se constitui no principal desafio para o seu uso em fitoterapia, tendo em
vista que a sua composicdo varia de acordo com a vegetacdo da regido, a época da
coleta e a técnica empregada, bem como em funcgdo da espécie da abelha e do grau de
africanizagcdo da Apis mellifera no Brasil, fatores importantes na definicdo das suas

propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (Pereira et al., 2002).
Concluséo

Considerando as condicBes da presente pesquisa, a adi¢do do extrato de propolis
no alimento de cdes da raca Beagle, durante cinco meses estimulou a reducédo de peso e
de tecido adiposo subcutaneo lombar dos cées e da concentracdo sérica de colesterol

total plasmatico.
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V - Efeito da inclusdo de extrato de propolis na dieta de cées sobre a palatabilidade

e caracteristica das fezes

RESUMO - Este experimento teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusao
de extrato de propolis (SLNC206/SL49%") na dieta de cdes sobre a palatabilidade,
primeira escolha do alimento e caracteristicas das fezes: escore fecal e microbiologia
(populacdo microbiana intestinal). Para todos os ensaios foi utilizada uma dieta
comercial (Nova D+), com ou sem suplementacao do extrato de prépolis que forneceu
um teor de flavonoides totais em apigenina (TFT) de 3,97 mg/kg. Para o ensaio de
palatabilidade e primeira escolha, foram utilizados 20 cées das ragas Beagle, Siberian
Husky, Labrador Retriever e Basset Hound do Canil Rancho da Pedra em Apucarana—
PR. O experimento teve duracdo de trés dias, totalizando 60 repeticdes. Para avaliacdo
das fezes, foram usados 16 cdes da raca Beagle, com 11 meses de idade, divididos, ao
acaso, em dois grupos. O experimento teve duracdo de cinco meses. Ao final do
experimento, foi feita a analise de microbiologia das fezes em dois tipos de meios de
cultivo, em Agar Padrdo para Contagem e Agar Bile Vermelho Violeta. A analise de
primeira escolha apresentou maior porcentagem de animais para a dieta com inclusao de
extrato de prépolis e a adicdo de extrato de prépolis, melhorou a palatabilidade da dieta
dos cdes. Ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos para consisténcia das fezes.
Ambos os meios de cultura apresentaram maiores valores de unidades formadoras de

coldnias nas fezes dos cées, que receberam extrato de prépolis na dieta.

Palavras-chave: aceitabilidade, bactéria gram-negativa, nutri¢do de cées, odor
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Effect of the propolis extract inclusion in dog diet on palatability and faeces
characteristics

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effects of propolis
extract (SLNC206/SL49®Y) inclusion in dog diet on palatability and faeces
characteristics (score and microbiology). A commercial diet (Nova D+) was used with
or without supplementation of propolis extract, providing total flavonoid content in
apigenin (TFC) of 3.97 mg/kg. For the palatability and first choice test, twenty dogs
breeds: Beagle, Siberian Husky, Labrador Retriever and Basset Hound from the Canil
Rancho da Pedra, Apucarana-PR, were used for the experiment. The trial lasted three
days, totalising 60 repetitions. For faeces characteristics test, sixteen beagle dogs, 11
months-old each were used and they were randomly divided in two groups. The trial
lasted five months. At the end of the experiment, the microbiological analysis of the
stools was performed using two kinds of culture medium, Standar Count Agar and
Violet Red Bile Agar. The first choice analysis showed for diet containing propolis
extract the highest percentage and the inclusion of propolis extract increased the diet
palatability. There were no differences between groups for faecal score. Both cultures
showed higher values of colony-forming unit in faeces of dogs fed with propolis extract
diet.

Key Words: acceptability;, Gram negative, dogs’ nutrition, odour
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Introducéo

O interesse pela acdo farmacologica de produtos naturais tem crescido e
encontrado significativa aceitacdo popular. Dentre esses produtos, a prépolis tem se
destacado pela sua aplicabilidade na industria de alimentos e cosméticos. Isso se deve as
suas diversas propriedades terapéuticas, entre elas: antimicrobiana, antitumoral,
anestésica, anti-inflamatoria e antiviral (Soares et al.,, 2006; Tavares et al., 2006;
Longhini et al., 2007).

A composi¢do quimica da propolis inclui flavonoides (como a galangina,
quercetina, pinocembrina e kaempferol), acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas,
terpenoides e fenilpropanoides (como os &cidos cafeico e clorogénico), esteroides,
aminoacidos (arginina, prolina), polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e
outros compostos em pequenas quantidades. De todos esses grupos de compostos, 0 que
vem chamando mais atencdo dos pesquisadores é o grupo dos flavonoides (Volpi &
Bergonzini, 2006; Park & Ikegaki, 1998).

A palatabilidade ou aceitabilidade deve ser sempre mensurada quando um novo
ingrediente ou aditivo é incluido na alimentagdo dos animais. E uma medida da
preferéncia do alimento e depende do sabor, da textura e do odor. A avaliagdo da
palatabilidade é importante para industria farmacéutica e de nutricdo de animais de
estimacdo. O ensaio de palatabilidade deve ser baseado em uma mensuracao objetiva
em que dois ou mais alimentos poderdo ser classificados com base na preferéncia
(Araujo & Milgram, 2004).

A presenca dos animais de companhia, especialmente cdes e gatos, dentro dos
lares familiares é cada vez mais evidente e constante. Muitos sdo 0s avangos técnicos
nos sistemas de criacdo, ou cuidados com o0s animais, que tém como principal objetivo
tornar o convivio animal “versus” homem cada vez mais agradavel e proveitoso.

Dentre as inovagdes, podem-se citar alimentos completos industrializados que
suprem as exigéncias nutricionais dos animais nas diferentes fases de crescimento, as
quais tém como objetivo diminuir o volume das fezes tornando-as mais firmes e secas e
racdes que contém aditivos com a fungéo de pré ou probidticos (Amrik & Bilkei, 2004).

Pelos efeitos da propolis citados na literatura, este experimento teve o objetivo de
avaliar seu uso, na forma de extrato, sobre a palatabilidade, primeira escolha do
alimento completo destinado a cdes e caracteristicas das fezes: escore fecal e

microbiologia (populacdo microbiana intestinal).



65

Material e Métodos

Para este experimento foram usadas duas dietas, tendo como base, uma dieta
comercial (Nova D+, Kowalski — Quadro 1) de acordo com as exigéncias nutricionais
para cdes (NRC, 2006). A dieta-controle, sem adicéo de propolis, foram adicionados 2 L
de dleo soja em 75 kg da dieta, enquanto que a dieta-teste foram incluidos aos 2 L de
6leo de soja 80 mL de extrato de prépolis (SLNC206/SL49®") e adicionado ao mesmo
volume de 75 kg de alimento, que proporcionou um teor de flavonoides totais em

apigenina de 3,97 mg/kg da dieta.

Nutriente Niveis de garantia

Umidade (méximo) 12,0%
Proteina Bruta (minimo) 18,0%
Extrato Etéreo (minimo) 4,5%
Matéria Fibrosa (maximo) 6,0%
Matéria Mineral (méximo) 12,0%
Célcio (maximo) 2,4%
Fosforo (minimo) 0,8%
Energia Metabolizavel (méxima) 2.675,0 kcal/kg

Quadro 1 — Niveis de garantia apresentados na embalagem do alimento completo.

Palatabilidade e primeira escolha

O experimento para avaliar a palatabilidade e primeira escolha das dietas foi
desenvolvido no Canil Rancho da Pedra — Apucarana-PR, durante 0 més de janeiro de
2010.

Foram utilizados 20 cées adultos, mantidos em baias individuais, clinicamente
higidos, sendo oito cdes da raca Beagle (6 fémeas e 2 machos), quatro da raga Labrador
Retriever (3 fémeas e 1 macho), quatro da raca Husky Siberiano (3 fémeas e 1 macho),
e quatro da raca Basset Hound (2 fémeas e 2 machos).

A inclusdo do 6leo de soja na dieta-controle e 0leo de soja mais extrato de
propolis na dieta-teste foram realizadas no proprio canil Rancho da Pedra em
Apucarana. A mistura dos crogquetes com o 6leo foi feita em uma betoneira durante 10
min. A dieta-controle foi manipulada, primeiramente, para evitar resquicios de extrato
de propolis no misturador.

Para realizar o ensaio de palatabilidade, ambas as dietas foram fornecidas

diariamente, pareadas e simultaneamente em comedouros iguais, identificados para cada
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tratamento. A disposicdo dos comedouros foi alternada a cada dia, evitando que o
animal tivesse acesso, no primeiro momento, a0 mesmo alimento durante o teste. Para a
determinacdo da quantidade de alimento completo oferecido utilizou-se a férmula
descrita pelo NRC (2006) para caes adultos de canil, com acréscimo de 30%, garantindo
assim a ocorréncia de sobra de ambas as racoes.

A primeira escolha foi analisada pela observagédo do primeiro alimento consumido
pelo animal, no mesmo instante que as dietas foram oferecidas.

Os dados relacionados a avaliacdo da palatabilidade foram submetidos a analise
de variéncia, utilizando-se 0 MSTAT-C (Michigan State University, 1989) e as médias
foram comparadas pelo teste de F (P<0,05), enquanto a analise da primeira escolha foi

feita por andlise de frequéncia.

Caracteristicas das fezes

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Estudos de Nutricdo Canina,
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Parana - UFPR.

Foram utilizados 16 cées da raca Beagle, sendo oito fémeas e oito machos, com
11 meses de idade, durante um periodo de cinco meses, de abril a agosto de 20009.

Antes de iniciar o experimento, foi atestada a higidez dos cdes com a realizacao
de exames fisico, hematoldgico, bioquimico e coproparasitolégico em cada cdo. Os
animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos com oito repeticoes.

Os cdes foram alojados em baias, que apresentavam piso de cimento e mediam
cerca de 1,5 m de largura por 2 m de comprimento, e ficavam soltos por uma média de
6h por dia numa area de cerca de 1.000 m?.

A inclusdo do 6leo de soja na dieta-controle e Oleo de soja mais extrato de
propolis na dieta-teste foram realizadas na fabrica de ragdo da Fazenda Experimental
Canguiri da UFPR. A mistura dos croguetes com o éleo foi feita num misturador do tipo
duplo cone (35rpm) durante 10 mins. A dieta-controle foi manipulada primeiramente
para evitar resquicios de extrato de propolis no misturador.

A agua foi fornecida “ad libitum”, enquanto que a alimentacdo durante todo o
periodo experimental foi fornecida uma vez ao dia, as 9h. A quantidade fornecida por
animal foi calculada pela necessidade energética diaria de mantenca, e forneceu um teor

de flavonoides totais em apigenina de 0,11 mg/kg de peso vivo dos cées.
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Antes de iniciar o experimento, 0s cées foram treinados a ingerirem o alimento em
locais pré-estabelecidos das baias, bem como ndo trocarem de prato e que
permaneceriam com o prato por até 20 min. Os pratos utilizados foram identificados,
individualmente, para facilitar a pesagem da comida oferecida e a sobra de alimento de
cada animal.

Durante o experimento, para atestar a satde dos cées, foi realizada, mensalmente,
ausculta cardiaca e pulmonar, contagem de movimentos respiratorios e batimentos
cardiacos por minuto, tempo de preenchimento capilar, afericdo da temperatura
corporal, verificagdo da coloracdo das mucosas e tamanho dos linfonodos (axilar,

cervical e popliteal).
Consisténcia das fezes
A consisténcia das fezes foi anotada diariamente em todo o periodo experimental

pela utilizacdo de escores (Quadro 1),sendo o escore um para fezes liquidas e cinco para

ressecadas.

Escore Aspecto das fezes

1 Fezes liquidas

2 Fezes pastosas

3 Fezes pouco pastosas
4 Fezes normais

5 Fezes ressecadas

Quadro 1 — Sistema de avaliagdo da consisténcia das fezes por meio de escores.
Fonte: CASE et al. (1998).

Microbiologia das fezes

Apbs quatro meses de consumo das dietas do experimento, foi feita a analise de
microbiologia das fezes. Os cdes foram alojados em gaiolas metabdlicas por dois dias e,
em seguida, retirados, um de cada vez, da gaiola para um ambiente aberto, onde logo
apos defecar foi feita a coleta.

As fezes foram armazenadas em potes estéreis e enviadas, prontamente, ao
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, da Universidade Estadual de Maringa, no

campus de Umuarama-PR.
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Foi feita a contagem de bactérias aerdbias mesofilas por meio do cultivo em Agar
Padrdo para Contagem (PCA), incubadas por 24h a 36°C e contagem de coliformes por
meio do cultivo em Agar Bile Vermelho Violeta (VVB) por incubacio a 36°C por 24h.

O meio de PCA permite crescimento das bactérias aerébias mesofilas, as quais
sdo constituidas por espécies da familia Enterobacteriaceae (Silva et al., 1997). J& o
meio VVB permite o crescimento de coliformes. Por defini¢do, coliformes sdo bacilos
aerobicos e/ou anaerobios facultativos, gram-negativos, ndo-esporulados, capazes de
fermentar a lactose (Speck, 1984).

Para avaliacdo da palatabilidade, microbiologia das fezes e quando os resultados
revelaram existir diferenca estatistica significante entre médias de tratamentos, as
médias foram comparadas pelo teste de F (P<0,05). Para a caracteristica de escore das
fezes, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Como ferramenta de auxilio as analises estatisticas, utilizou-se o programa
estatistico MSTAT-C (Michigan State University, 1989).

Resultados e Discusséo
Palatabilidade e primeira escolha
Para palatabilidade foi observado diferenca (P<0,05) entre as dietas, conforme
demonstrado na Tabela 1. A dieta-teste que apresentava inclusdo de extrato de propolis

teve maior palatabilidade e também foi a primeira escolha dos cées.

Tabela 1 — Médias e desvio-padrdo da razdo de ingestdo diaria e, porcentagem média
de primeira escolha das dietas com ou sem suplementacdo de extrato de

prépolis
Alimentos Raz&o de ingestdo diéria de alimento Primeira
1° dia 2° dia 3° dia Média Escolha (%)
Controle 0,104+2,08  0,112+2,24  0,108+2,16 0,108° 18,33
Teste 0,214+4,29  0,235+4,70  0,227+4,54 0,225 81,67
Média 0,159 0,174 0,167 0,167

b _Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem (P<0,05) para teste de F.

Corroborando com Sanchez & Galardi (1989), que sugeriram que a propolis
possui uma acgdo estimulante sobre o apetite dos animais, pois, testando aplicacOes orais
de emulsdo aquosa de propolis (10%) em 60 leitbes desmamados, observaram que 0s

animais tratados tiveram maior ganho de peso.
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Essa acdo estimulante sobre o apetite dos animais ndo foi observada por Lana et
al. (2005), que trabalhando com cabras leiteiras, verificaram interagdo entre 6leo de soja
e extrato etanoico de propolis, de modo que o 6leo de soja reduziu os consumos diarios
de matéria seca, matéria organica e fibra detergente neutra somente na presenca de
propolis.

Loureiro et al. (2007) também verificaram redugdo no consumo de matéria seca
em cordeiros alimentados com ragdes que continham 15 mg e 30 mg de EEP/kg de peso
corporal em comparagdo aos animais do tratamento-controle.

Scapinello et al. (1998) afirmaram que o desempenho dos coelhos foi prejudicado
pela inclusdo da solucdo hidroalcodlica de propolis (SHP) na dgua de bebida, avaliando
a influéncia da SHP sobre desempenho de coelhos Nova Zelandia Branco de 40 a 90
dias de idade,

A atividade bioldgica da propolis estad sendo comprovada por diversos autores, no
entanto, sua utilizacdo na &rea veterinaria e zootécnica tem sido limitada pela grande
variabilidade nas amostras, ocasionadas pelas diferentes fontes vegetais, técnicas de
extracdo, solventes e concentracdes utilizadas, bem como as variadas técnicas para
determinar sua composi¢do quimica, tanto em termos da qualificacdo, quanto da

quantificacdo de seus componentes.

Caracteristicas das fezes

A inclusdo do extrato de prépolis na dieta ndo proporcionou diferenca (P=0,21)
no escore fecal durante todo o periodo experimental, tendo a mediana mensal para esta

caracteristica o valor que caracteriza as fezes normais (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios e desvio-padrdo das unidades formadoras de colénia (UFC)
incubadas em meio de &gar padrdo para contagem (PCA) e agar bile
vermelho violeta (VVB) e escore fecal, de acordo com a incluséo de extrato

de propolis
PCA VVB
0 6 Escore fecal
Dietas x10"° UFC/g x10° UFC/g
Controle 0,38°+ 0,40 3,91°+0,58 4
Prépolis 1,822 + 0,40 8,57%+0,55 4

a,b = médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de F (P<0,05).
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Neste experimento, foi observada maior concentracdo de unidades formadoras de
coldnia no grupo que recebeu prépolis na dieta (Tabela 2); com maior concentracéo de
coliformes no meio de cultura PCA e enterobactérias que sdo gram-negativas, no meio
VVB.

Estes resultados corroboram com o descrito por Mirzoeva et al. (1997), que citam
que a propolis possui efeito sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica
bacteriana aos ions, causando a dissipacdo do potencial de membrana, 0 que a
caracteriza como substancia ionofora. Logo, a atividade antimicrobiana da prépolis
ocorre pela inibicdo de bactérias classificadas como gram-positivas.

Esta atividade antimicrobiana da prépolis é atribuida, principalmente, aos
compostos fendlicos: flavonona pinocembrina, flavonol galagina e éster feniletil do
acido cafeico, com um mecanismo de acdo baseado, provavelmente, na inibicdo do
RNA-polimerase bacteriano (Uzel et al., 2005). Também foi descrito que o acido
cafeico, acido benzoico e acido cindmico agem na membrana ou parede celular do
micro-organismo, causando danos funcionais e estruturais (Scazzocchio et al., 2005).

Vargas et al. (2004) também observaram que as bactérias gram-positivas sdo mais
sensiveis que as gram-negativas, 92,6% e 42,5%, respectivamente; ao avaliar a acdo
antimicrobiana da solucéo alcodlica de propolis a 50% sobre isolados bacterianos gram-
positivos e negativos, oriundos de animais.

No entanto, houve maior concentracdo de gram-positivos, em estudo com
compostos fendlicos do cha preto, numa dosagem de 0,2%, em suinos, por duas
semanas. Segundo Hara et al. (1995), houve aumento da concentracdo de Lactobacillus
spp., que sdo gram-positivos, € nenhuma mudanca ocorreu na concentracdo de outros
micro-organismos ao longo do periodo experimental. Também foi observado que as
concentracdes fecais de amonia, fenol, p-cresol e escatol foram diminuidas, enquanto,
as quantidades de acidos graxos curtos, acido acético e acido lactico foram elevados.

A propolis pode ter uma agdo semelhante ao frutano. Os fruto-oligossacarideos
inibem a producgédo de produtos finais da fermentacdo proteica, melhoram o ambiente
intestinal por alterar as concentragdes de micro-organismos, por exemplo, diminuem as
concentracdes de patdgenos gram-positivos, como Clostidium perfringes (Swanson et
al., 2002).

Em experimento “in vitro”, Oliveira et al. (2004) observaram que 0 extrato
etandlico de propolis (30%) foi eficiente em reduzir a producdo de amdnia de fontes de

proteina de maior degradabilidade, pela reducdo da atividade de desaminacdo. Também
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foi observado por Stradiotti et al. (2004a,b) que a prépolis foi eficiente em inibir a
atividade de desaminacdo de aminoécidos pelos micro-organismos ruminais, tanto “in
vitro”, quanto “in vivo”.

Ja que a prépolis atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, espera-se que
sua adicdo a racdo iniba o crescimento de bactérias proteoliticas (Hino & Russell, 1987)
e, consequentemente, a desaminacdo e a protedlise (Russell & Martin, 1984).

S80 necessarias mais pesquisas nessa area, identificando os micro-organismos
favorecidos pela aplicacdo de propolis na dieta dos cées,visto que, micro-organismos
gram-positivos podem ser patogénicos, como Clostidium spp, ou benéficos importantes
para manutenc¢do da salde intestinal dos cdes, como, Lactobacillus spp.

Conclusao
Nas condicBGes experimentais deste trabalho, a adicdo do extrato de propolis

(SLNC206/SL49®") favoreceu a primeira escolha e a palatabilidade do alimento

completo e proporcionou aumento da concentracdo de enterobactérias.
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VI - CONSIDERACOES GERAIS

Em levantamento sobre o uso de propolis em produtos na linha humana foi
constatada a existéncia de, aproximadamente, 90 produtos a base de prépolis (dentre
eles capsulas, condicionador, xampu, sabonete, dentifricio, batom, bala, cha, protetor
solar, gel pos-barba, creme, pomada etc.) disponiveis no mercado brasileiro.

No entanto, ainda ha pouco estudo com comprovacao cientifica das acdes efetivas
com o uso da prépolis. A maioria dos estudos esta relacionada ao uso da propolis na
area de Odontologia. Em nosso trabalho ndo foram feitas avaliacbes odontoldgicas,
sendo, portanto, sugerida para trabalhos futuros, visto que, o bom hélito e saide bucal
dos cées sdo desejos dos proprietarios que convivem diretamente com seus animais de
companhia, além da busca do aumento da longevidade destes animais. Sabe-se,
atualmente, que algumas cardiopatias sdo decorrentes de problemas de tartaros e outras
enfermidades bucais.

A atividade antimicrobiana da propolis ja estd comprovada cientificamente,
contudo, seu mecanismo de acdo ainda ndo esta totalmente elucidado, bem como sua
acao sobre o sistema imune. O entendimento da interacdo entre nutrientes e as respostas
imunes é importante para a otimizagdo da saude dos animais.

No entanto, sdo poucos os trabalhos que tém a resposta dos animais frente as
atividades bioldgicas da propolis, em termos de indices zootécnicos, imunoldgicos e
possiveis efeitos adversos no organismo.

Na literatura consultada, ndo foram encontradas pesquisas relacionadas ao uso do
extrato de propolis com cdes. Considerando que a prépolis esta relacionada a melhora
do sistema imune, é importante avaliar o seu uso na dieta de animais de companhia,

com o intuito de reforcar as respostas humoral e celular frente ao estresse e as doengas.
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Para avaliagdo do efeito da propolis sobre o sistema imune, neste experimento,
foram realizadas trés metodologias, contagem total de leucdcitos, indice de proliferacéo
de linfécitos e mensuracdo da resposta vacinal contra virus da cinomose. Como néo foi
observada alteracdo para esses parametros, sugere-se, para experimentos futuros, o uso
de outras metodologias, como avaliacdo da resposta vacinal por teste imunoenzimatico
(ELISA) ao invés de teste de hemaglutinag&o.

Mais estudos, com niveis maiores de flavonoides, sdo sugeridos com o intuito de
encontrar o nivel maximo deste componente que permita respostas fisioldgicas.

Neste estudo foram realizados dois ensaios de digestibilidade, utilizando-se dez
cées por tratamento. Ainda devem ser empreendidos esfor¢os no sentido de padronizar
metodologias em experimentos de digestibilidade, buscando as condi¢des que permitam
boa precisdo nos resultados sem deixar de considerar os aspectos econdmicos na
conducéo dos experimentos.

Um achado intrigante, deste experimento, foi que a inclusdo de extrato de
prépolis favoreceu a palatabilidade e a primeira escolha do alimento completo pelos
cdes. Considerando-se que ha enfermidades que incluem um tratamento nutricional,
como a obesidade; e um dos grandes problemas é a baixa palatabilidade do alimento
completo destinado a cées obesos, pela sua alta concentracdo de fibra, a incluséo de
extrato de prépolis em dietas terapéuticas para estes casos seria de grande interesse. Ja
que demonstrou também reduzir colesterol total sérico e tecido adiposo subcutaneo
lombar dos cées nas condi¢Oes experimentais realizadas.

Sugerem-se, ainda, avaliagdes que permitam a identificacdo dos micro-
organismos presentes nas fezes dos cdes que ingeriram propolis; avaliacdo da producéo
de 6xido nitrico pelos macréfagos, dosagem de interleucinas, entre outras analises que
possam elucidar o mecanismo de acdo da propolis.

E necessario 0 desenvolvimento de mais pesquisas que, entre outras coisas,
avaliem diferentes extratos, concentracGes, origem de prépolis, bem como, elucidar seu
modo de a¢do no organismo animal, para que entdo a propolis possa ser utilizada com
seguranca e eficiéncia nas prescri¢@es relacionadas a melhoria da condi¢do corporal e
como possivel agente antiobesidade, entre outros aspectos relacionados a fisiologia e ao

metabolismo dos animais.



