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Introducéo

Nas Ultimas décadas se evidenciou um notavel avanco nos
conhecimentos acerca da composicao e atividade biolégica e farmacoldgica da
propolis reforcando o interesse dos cientistas sobre suas propriedades
preventivas e curativas.

A prépolis € uma substancia resinosa cuja composi¢cao quimica agrega
basicamente, resinas e balsamos aromaticos, ceras, Oleos esséncias e graos
de pdlen, além de flavondides, acidos fendlicos, minerais e vitaminas. Entre as
substancias isoladas, preponderam os flavonodides, como um dos principais
responsaveis por sua atividade farmacolégica (HAVSTEEN, 2002). Além dos
flavondides diversos outros compostos tém sido relacionados as propriedades
alimenticias, curativas e profilaticas da propolis. Os flavondides atuam em
diversos processos fisioldgicos, auxiliando na absorcéo e na acéo de vitaminas,
atuando nos processos de cicatrizagdo e como antioxidantes, além de
apresentarem  atividade  antimicrobiana, anestésica, antiparasitaria,
antiinflamatéria e imunomoduladora (WILLIAMS et al.,, 2004: AWALE et al.,
2005; MENEZES, 2005).

Em medicina Veterinaria a propolis tem demonstrado resultados
satisfatorios, tanto na prevencdo, como no tratamento de doencas
(MIROLYUBOV & BARSKOV, 1980; LANGONI et al., 1996; SANTOS et al.,
1999; SILVA SOBRINHO et al., 2004). Estudos recentes confirmam a acao
antibacteriana ‘in vitro” contra diferentes géneros de bactérias PINTO et al.,
2001; VARGAS et al.,, 2004; BARROS et al.,, 2007; SILVA et al., 2008).
MIROLYUBOV & BARSKOV (1980) e MERESTA et al. (1989) relataram que a
propolis foi efetiva na terapia da mastite causada por microrganismos
resistentes a antibiéticos convencionais.

Um dos grandes desafios atuais é produzir alimentos de forma
ecologicamente sustentavel e sem contaminantes. O sistema organico de
producdo ndo é caracterizado somente pela troca de insumos quimicos por
insumos organicos, bioldgicos e ecoldgicos, ele deve atender a normas
especificas para a producdo organica. Neste contexto a producdo organica de
leite prioriza 0 bem-estar animal e os métodos alternativos de combate as
enfermidades, sendo obrigatorias as vacinas previstas na legislacao.

O controle das mastites, independentemente do medicamento utilizado,
deve ser sempre acompanhado das medidas preventivas usuais de forma a
garantir a eficacia do tratamento. Embora, em muitos casos, ainda carecam de
comprovagédo cientifica & uma série de medidas curativas prescritas como
tratamento alternativo aos antibioticos.

Uma vez que a acgao in vitro da prépolis sobre bactérias causadoras da
mastite ja foi comprovada, neste trabalho objetivamos avaliar o efeito da
aplicagdo intramamaria de extrato alcodlico de propolis sobre a CCS e os
principais constituintes do leite de vacas sadias.

Material e Métodos:
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Foram avaliados 18 quartos mamarios de cinco vacas mesticas de
diferentes idades e niveis de producéo, de um sistema de producdo organica
em Seropédica - RJ, com uma ordenha diaria, com bezerro ao pé. Nesta
propriedade a solucdo alcodlica de prépolis diluida em glicerina vinha sendo
utilizada rotineiramente para tratamento de mastite clinica e ocasionalmente
em vacas com reacdo ao CMT, com resultados ndo comprovados e sem
gualquer avaliacdo mais rigorosa.

No inicio da ordenha foram realizados os testes da caneca de fundo
escuro para deteccdo dos quartos mamarios com mastite clinica, utilizando se
0s primeiros jatos de leite e imediatamente ap0s a preparacdo higiénica do
Ubere foi realizado o Califérnia Mastitis Test (CMT) para identificacdo de
mastite subclinica. De cada quarto mamario foi coletada uma amostra de 2,0
mL de leite a qual foi adicionado, na mesma propor¢édo, um detergente anidnico
(alquil-lauril sulfato de sodio). Ap6s homogeneizacdo por alguns segundos, o
resultado foi dado através do grau de viscosidade avaliado em 5 escores:
negativo (-), suspeito (tracos), fracamente positivo (+), positivo (++) e
fortemente positivo (+++) segundo SCHALM & NOORLANDER (1957). Animais
com mastite clinica e com escore ++ e +++ ao CMT foram descartados e cinco
animais com reagdes negativas ou fracas (+) foram utilizados neste estudo.

Pela manha (Dia 1) as vacas foram ordenhadas manualmente, obtendo-
se individualmente o leite total de cada quarto em baldes de aco inoxidavel
previamente higienizados. Apdés homogeneizagdo retirou-se com auxilio de um
coletor de aco inoxidavel uma amostra de 100 ml de leite de cada quarto.

Uma aliquota de cada amostra foi acondicionada em frascos contendo
uma pastilha de bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol) na concentracao de
8mg do ingrediente ativo para cada 40ml da amostra. O frasco foi
homogeneizado por inversdo até completa dissolucdo do comprimido. As
amostras foram mantidas em temperatura aproximada de 4 °C e encaminhadas
em até 48 horas, por SEDEX ao Laboratorio da Escola Superior de Agriculatura
Luis de Queiroz da Universidade de Sao Paulo, em caixas térmicas contendo
gelo, onde foram analisadas quanto aos teores de gordura, proteina, lactose,
sélidos totais (ST), extrato seco desengordurado (ESD) e Contagem de Células
Somaticas (CCS) por métodos de referéncia.

ApoOs a obtencdo das amostras (Dia 1), diluiu-se 125 gotas de extrato
alcodlico de propolis comercial em 100 mL de glicerina liquida, inoculando-se
com auxilio de sonda estéril, 10 mL por via intra-mamaria em 18 quartos
mamarios de cinco vacas. Esse procedimento foi repetido no dia seguinte. No
terceiro dia realizou-se novamente o CMT e procedeu-se uma nova ooleta de
amostras de leite conforme descrito anteriormente.

Os dados relativos aos valores de gordura, proteina, lactose, ST e ESD
nos dias 1 e 3, respectivamente antes e apés a inoculacdo do propolis foram
analisados através do teste T.

Resultados e Discusséo:

O leite € uma mistura complexa, nutritiva e estavel de gordura, proteinas
e outros elementos sélidos, que se encontram suspensos em agua e
constituem o parametro de composicdo que define a qualidade do leite. Os
principais fatores relacionados com a alteragdo dos componentes do leite séo
as lesbes das células secretoras, que podem resultar em alteracbes da
concentracdo de lactose, proteina e gordura, e aumento da permeabilidade
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vascular, que determina o aumento da passagem de substancias do sangue
para o leite, tais como sédio, cloro, imunoglobulinas e outras proteinas séricas
(STEFFERT, 1993).

Observou-se nesse estudo uma marcante alteracdo na composicao do
leite com diminuicdo dos teores de gordura, lactose, sélidos totais e extrato
seco desengordurado entre quartos mamarios individualmente (Tabela 1).
Todas as vacas e respectivos quartos mamarios apresentaram apos a
aplicacdo do propolis, um aumento na intensidade da reacdo observada ao
CMT, comprovado pelo aumento significativo das células somaticas porém
nenhum dos quartos apresentou reacao caracteristica de mastite clinica.

A CCS tem sido utilizada como ferramenta para o monitoramento da
gualidade do leite e da saude da glandula maméaria, e como indicador das
medidas de higiene no sistema de producédo de leite sinalizando para possiveis
perdas econdmicas (SANTOS, 2002).

Embora os valores indicativos de normalidade ndo sejam consenso entre
0s autores, as contagens iniciais (média de 244 mil células/mL) em conjunto
com os dados do CMT atestam a sanidade dos quartos avaliados uma vez que
o leite obtido de quartos mamarios de animais sadios contém de 50 a 250 mil
células/mL (KITCHEN, 1981). Ap6s o tratamento com prépolis, as CCS
aumentaram em todos o0s quartos avaliados (em média 1.167.000 células/mL),
com diferenca significativa entre os tempos (p=0,004192). Como a variancia foi
muito grande e os dados néo representavam uma curva normal, as CCS foram
transformadas em log de CS e analisadas estatisticamente em relacdo aos
diferentes momentos. Os valores de log antes (1,77 + 0,84) e apds a aplicacéo
do produto (2,86 = 0,19) diferiram significativamente a um grau de confianca de
99% pelo teste T (p= 3,8E-08).

A infeccdo na glandula mamaria provoca a liberacdo de substancias
guimicas e destruicdo de tecido secretor, o que induz a passagem de células
de defesa do sangue para o interior da glandula (PHILPOT & NICKERSON,
1991; HARMON, 1994). Assim, a intensa migracao de células somaticas para o
leite apO6s a aplicacdo intramamaria do propolis evidencia uma reacao
inflamatoria local, provavelmente desencadeada pela acao irritativa do alcool
ou mesmo do propolis, uma vez que a glicerina possui acédo irritante minima, o
gue permite sua utilizacdo como método de conservacdo para diferentes
tecidos animais (LEITE et al., 1979).

Quanto a composicdo a proteina variou pouco - em média de 3,46%
para 3,44%, concordando com dados obtidos por outros autores que atestam
pequenas variacdes na porcentagem de proteina total do leite em decorréncia
da mastite. O fato se justifica pelo aumento das proteinas séricas (albumina e
imunoglobulinas) compensatoriamente ao decréscimo das proteinas
sintetizadas na glandula maméria (a e [ caseina, a-lactoalbumina e [3-
lactoglobulina) (KITCHEN, 1981).

Uma alteracdo importante causada pela mastite subclinica é a reducao
da capacidade de sintese de lactose pelo epitélio glandular cuja diminuigéo
resulta na reducdo da producdo de leite devido ao papel central da lactose
como regulador osmaotico do volume de leite (GONZALES et al., 2001). Neste
estudo a lactose variou de 4,45% para 3,23 antes e ap0s a aplicacdo do
propolis, respectivamente. Essa variacdo é também justificada pela mastite
confirmada pelo aumento de CCS, concordando com resultados de CUNHA et
al. (2008) que observaram reducédo da sintese de lactose pela glandula em
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relacdo ao escore de CCS, além de uma correlacdo negativa entre CCS e
porcentagem de gordura e proteinas.

A literatura revela resultados conflitantes quanto ao efeito da mastite
sobre a concentracdo de gordura do leite. Normalmente existe tendéncia de
gueda na concentracdo de gordura a medida que aumenta a CCS. No entanto
as mudancas no nivel e composicdo de gordura decorrentes da mastite sdo
relativamente pequenas a menos que a infeccdo seja severa. Nos casos em
gue a producéo de leite diminuiu em uma propor¢cdo maior que a sintese da
gordura, a percentagem de gordura aumenta em animais com altas CCS em
funcdo do efeito da concentragdo MULLER, 2002). No presente trabalho foi
observado teor de gordura abaixo da normalidade desde o inicio (2,38), sendo
atribuido ao leite que provavelmente ficou retido em decorréncia do stress
provocado pela mudanca do manejo por ocasiao do experimento. Ainda assim
foi constatada uma reducdo significativa (p=0,03661) na concentracdo de
gordura apés a aplicacdo de prépolis (de 2,38% para 1,57%), concordando
com os dados de HARMON (1994) que atesta que a concentracédo de gordura
no leite com elevada CCS tende a diminuir, e em oposicédo aos resultados de
MACHADO et al. (2000) e CUNHA et al. (2008) gue observaram que com 0
aumento das CCS houve aumento da porcentagem de gordura do leite.

Normalmente o leite tem 87,5% de agua e 12,5% de ST, na forma de
proteinas, lactose, gordura, sais minerais e outros componentes menores
(GONZALES et al.,, 2001). Possivelmente devido a reducdo de proteinas,
lactose e gordura ocorreutambém a reducao dos ST (11,07% para 9,06%) e do
ESD (8,93% para 7,49%). Estatisticamente a diferenca nao foi significativa para
gordura, lactose, proteinas, ST e ESD antes e apds o tratamento.

Conclusao

O extrato alcodlico de prépolis induziu a uma reacao inflamatoria da
glandula mamaria resultando em alteracfes na composi¢do do leite e CCS.
Embora na agricultura organica o uso de produtos naturais seja estimulado, a
utilizacdo dos mesmos deve ser regulamentada através de estudos cientificos
para evitar danos maiores ao bem estar animal e ao sistema de producéo.

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdo dos valores de gordura (Gor), proteinas (Pro),
lactose (Lact), soélidos totais (ST), extrato seco desengordura (ESD) e contagem de células
somaticas (CCS) do leite de quartos mamarios individuais de cinco vacas antes e apés
aplicagcdo de extrato alcodlico de prépolis intramamaria.

Gordura Proteina Lactose ST ESD CCS X 1000
Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3
2,38 1,27 3,46 3,44 4,45 323 | 1107 882 8,7 75 244 1.167

+ + + + + + + + + + + +
1,47 1,09 0,254 0,22 0,08 0,51 2,7 2,5 0,38 1,04 195 1.053
p=0,03661 p=0,9195 p=0,2511 p=0,0670 p=0,1324 p=0,0041
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