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RESUMO: Mastite bovina € considerada a principal doenca causadora de grandes perdas
econdmicas nos rebanhos leiteiros. Usualmente é tratada por antimicrobianos quimicos, que
promovem resisténcia farmacoldgica, residuos no alimento e contaminagcdo ambiental. Entretanto, o
consumidor em diferentes paises exige cada vez mais alimentos naturais e de melhor qualidade.
Dessa forma, objetivou-se verificar as atividades da prépolis no controle de mastite bovina. Foram
utilizadas 72 fémeas Holandesas, avaliadas pelo Teste de Tamis, Califérnia Mastite Teste, contagem
de células sométicas e exame microbiolégico do leite. Quatro tratamentos foram realizados, sendo
Grupo EAP1: 10mL de extrato alcodlico de préopolis (EAP) a 30%, via oral, durante sete dias
consecutivos; Grupo EAP2: além do procedimento descrito para Grupo EAP1, utilizou-se o EAP na
imersao dos tetos antes e apds a ordenha; Grupo CA: utilizou-se alcool de cereais na imersédo dos
tetos antes e apds a ordenha; e Grupo CT: os animais controle-testemunha foram submetidos aos
procedimentos rotineiramente empregados pela propriedade. Os resultados foram analisados por
técnica de variancia ndo paramétrica para modelo de medidas repetidas em grupos independentes
complementada por compara¢des mdultiplas. Observou-se diminuicdo na contagem de células
somaticas em todos os grupos avaliados. As atividades biol6gicas da prépolis propiciam grandes
perspectivas, entretanto, para as condi¢bes avaliadas, ndo foi possivel observar diferenca entre os
tratamentos. Alta diversidade em sua composicdo quimica, além da complexidade dos multiplos
mecanismos sinérgicos envolvidos em suas atividades bioldgicas, exige adicionais ensaios clinicos a
fim de se determinar a terapéutica capaz de demonstrar seus beneficios “in vivo”.
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PROPOLIS IN THE CONTROL OF BOVINE MASTITIS

ABSTRACT: Bovine mastitis is considered the main disease causing great economic losses in dairy
herds. It is usually treated by antimicrobial chemicals that promote drug resistance, residues in food
and environmental contamination. However, consumers in different countries requires more natural
foods and with higher quality. Thus, the objective was to check the activities of propolis in controlling
bovine mastitis. Seventy-two Holstein cows were used. The mastitis was identified by the California
Mastitis Test, somatic cell counts and microbiological examination of milk. Four treatments were held:
in group EAP1 10ml of a 30% alcoholic propolis extract (EAP) were given orally for seven
consecutive days; in group EAP2 the same procedure described for the first group was used, in
addition EAP was used for immersion of the teats before and after milking; in group CA alcohol was
used for immersion of the teats before and after milking; and in group CT animals were subjected to
soaking and disinfection, procedures routinely used by the property. The results were analyzed by the
non-parametric variance model for repeated measures complemented by independent groups in
multiple comparisons. There was a decrease of the somatic cell count in all groups. The biological
activities of propolis provide great prospects; however, under the conditions evaluated, it was not
possible to observe differences between treatments. The great diversity in its chemical composition
and the complexity of multiple synergistic mechanisms involved in its biological activity require
additional clinical trials.
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INTRODUCAO

Mudancas nos conceitos de
produgdo exigem que o alimento seja
produzido em condi¢des higiénicas, por
animais sadios e que n&o estejam
eliminando residuos de antibiéticos ou
de outras drogas.

A fim de garantir produtos de
melhor qualidade, a instrugdo normativa
51 (Brasil, 2002), regulariza a producao,
transporte e venda do leite,
padronizando parametros de identidade,
qualidade, além de proibir a presenca
de residuos de antibidticos.

A mastite bovina por sua vez,
compromete a qualidade do leite pelo

risco de veiculacdo de agentes
patogénicos, além de diminuir a
producéao. Caracteriza-se por
enfermidade  multifatorial, de dificil

controle e erradicacdo. Quanto mais
precocemente for detectada e tratada,
maiores chances de recuperacdo e
menores chances de proliferacdo e
contagio entre 0s animais existirdo.
Entretanto, o uso de antibioticoterapia
durante a lactagcdo € pouco frequente
entre os produtores, principalmente pela
baixa eficacia e necessidade de
descarte do leite.

Ao longo da histéria, o0 homem
aprendeu a utilizar produtos naturais e
um dos mais utilizados tem sido a
prépolis. Material resinoso, balsamico,
coletado pelas abelhas dos ramos,
flores, pdlen, brotos e exsudatos de
arvores, a propolis tem sido utilizada no
tratamento de enfermidades tanto na
medicina humana como na veterinaria
(Coelho et al., 2010). Sua atividade anti-
bacteriana (Araujo e Marcucci, 2011,
Barbosa et al., 2009), antifungica
(Borges et al., 2009; Ozdemir et al.,
2010), anti-inflamatoria e
imunoestimulante (Barbosa et al., 2009;
Fischer, 2010) sao particularmente
importantes para terapéutica da mastite.
Seu efeito foi testado em agentes
causadores de mastite bacteriana

(Loguercio et al., 2006; Andrade, 2010;
Saeki et al. 2011), fangica (Langoni et
al., 1996), e sobre outros agentes como
algas do género Prototheca (Langoni et
al., 1995).

Sua acéo terapéutica tem sido
atribuida aos compostos fendlicos e
flavondides (Bezerra e Gongalves,
2008), sendo esses Uultimos ainda
relacionados a acdo antioxidante,
minimizando a peroxidacdo lipidica e
efeito sobre radicais livres (Cabral et al.,
2009). Porém, a despeito de diversos
estudos comprovarem as propriedades
farmacoldgicas da propolis, a maioria
ocorreu em condicdes controladas,
geralmente em animais de laboratodrio.
Assim, ha necessidade de realizar
ensaios clinicos capazes de determinar
dosagem terapéutica e seu real efeito in
vivo (Loguercio et al., 2006). Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar
as atividades terapéuticas da prépolis
no controle da mastite bovina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 72 fémeas
bovinas da raca Holandesa Preta e
Branca e seus cruzamentos;
provenientes da regido de Marechal
Candido Rondon -PR. A fim de
proporcionar homogeneidade entre o0s
individuos  constituintes de cada
tratamento foi realizada prévia triagem
dos animais avaliados pelo presente
estudo. Foram selecionadas fémeas
multiparas, apresentando de trés a seis
paricbes, e em fase inicial da lactagéo,
até 90 dias do parto. Esses animais
foram selecionados pela auséncia de
mastite clinica e presenca da forma
subclinica da doenca, considerando os
resultados do teste de Tamis e

California  Mastite  Teste  (CMT),
respectivamente.
O teste de Tamis foi realizado

antes da primeira ordenha do dia, a
partir da coleta dos trés primeiros jatos
de leite de cada quarto mamario,
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pesquisando-se a presenca de grumos,
coagulos, pus ou outras alteracbes
sugestivas de mastite clinica. Os
animais que apresentaram resultados
positivos foram excluidos deste estudo.

O CMT foi realizado de acordo
com Schalm e Noorlander (1957),
misturando-se igual quantidade de lauril
sulfato de sddio a 3% com leite colhido
de cada quarto mamario. O teste foi
classificado como: 0 para amostras nao
reagentes; 1 para aquelas
correspondentes a leve formacéo de gel
(escore +), 2 para formacdo mais
espessa de gel com mamilo central
(escore ++) e 3 para formacao de gel
muito espesso aderente ao fundo do
recipiente (escore +++).

Para as amostras positivas ao
CMT, procedeu-se contagem de células
somaticas (CCS) e analise
microbioldgica, realizadas no
Departamento de Higiene Veterinéria e
Saude Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu. Esses exames
avaliaram amostras de cada quarto
mamario separadamente.

Para CCs, adicionou-se
conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-
1,3-propanodiol) as amostras de leite,
gue foram mantidas em temperatura
ambiente até seu processamento.
Utilizou-se aparelho eletrbnico
Somacount 300 (Bentley), e valores
maiores ou iguais a 200 mil células
somaticas por mililitro de leite foram
considerados positivos para mastite
subclinica, de acordo com Souza
(2005), Ruegg (2008).

A coleta de leite para andlise
microbiolégica foi realizada ap6s as
maos serem lavadas, desinfetadas
(alcool 70%) e enluvadas. As tetas
foram lavadas com agua, secas com
papel toalha e suas extremidades
desinfetadas com algoddo embebido
com alcool 70%.

Foram realizados cultivos
microbiolégicos de 0,1mL de leite em
placas de Petri contendo &gar-sangue
ovino 5% e Mac Conkey Aagar,
incubados a 37°C. Realizaram-se
avaliacdo das colbnias ap06s 24, 48 e 72
horas. As colbnias foram submetidas a
coloracédo de Gram, a fim de verificar
morfologia bacteriana e caracteristica
morfotintorial. Os microrganismos foram
repicados para caldo cérebro-coracao
(BHI) para realizacdo das provas de
identificacdo, segundo Quinn et al.
(1994).

Os exames supracitados foram

realizados imediatamente antes da
formacdo dos grupos e inicio dos
tratamentos (dia zero), e foram

repetidos em cada animal aos sete e 14
dias apés o tratamento.

Considerando os  resultados
apresentados pelo CMT, procedeu-se
distribuicdo aleatéria dos animais, por
meio de sorteio. Dessa forma, cada
tratamento foi constituido por 17
animais, exceto o grupo controle que foi
constituido por 16 animais. Aqueles do
grupo extrato alcoodlico de propolis a
30%, (EAP1) receberam 10 mL desse
extrato por via oral, durante sete dias
consecutivos, apos cada ordenha. Os
animais referente ao grupo EAP2, além
do procedimento descrito para o0 grupo
anterior, foram submetidos a 5 mL EAP
para imersdo dos tetos, no momento
imediatamente anterior e posterior a
ordenha; diariamente. Como veiculo,
utiizou-se 5 mL de agua filtrada e
fervida no momento pré-ordenha, e
glicerina liquida, em igual volume, apos
ordenha. O tempo de imersdo foi de
aproximadamente 30 segundos,
alcancando todo comprimento dos tetos.
Para os animais constituintes do grupo
controle (CA), administrou-se 10 mL de
alcool de cereais (solvente utilizado para
a confeccdo do extrato de propolis), por
via oral, durante sete dias consecutivos.
Os animais referentes ao grupo controle
(CT) foram submetidos ao tratamento
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rotineiramente utilizado pela
propriedade (nenhum produto era
utilizado, procedia-se limpeza das tetas
com agua de torneira e secagem com
toalha; antes da ordenha).

A propolis utilizada foi
proveniente da regido de Marechal
Céandido Rondon - PR, cuja flora apicola
€ composta principalmente pelas
espécies: Plathymenia foliosa, Hovenia
dulcis, Parapiptadenia rigida, Mimosa
binucronata e Cordia trichotoma (LUpke
et al., 2009).

Coletou-se a prépolis bruta por
raspagem, e  posteriormente  as
amostras foram fragmentadas, pesadas
e mantidas a temperatura de -4° C até o
momento do preparo do extrato
alcoodlico. Para obtencdo do extrato a
30% utilizou-se alcool de cereais, na
proporcdo peso por peso, onde se
pesou tanto a propolis quanto o
solvente. Este extrato foi acondicionado
em frasco ambar, mantido ao abrigo da
luz durante 20 dias consecutivos;
procedeu-se a agitacao diaria do frasco,
por trinta segundos, conforme Garcia et
al. (2004). Ao término, obteve-se o
extrato de propolis por meio de filtracao,
que foi encaminhado para analises
fisico-quimicas. Determinou-se peso
seco, extrato seco, compostos fendlicos
(%), teor de flavondides em Quercetina
(%), pH e propriedade antioxidante.

A distribuicdo da ocorréncia de
mastite, segundo CMT, nos grupos e
momento de avaliagdo foi avaliada por
meio da estatistica descritiva
envolvendo frequéncia absoluta e
percentual (Zarr, 1999). O estudo do
CMT e da CCS segundo os grupos e
tetos foi analisado por técnica de
variancia nado parameétrica para o0
modelo de medidas repetidas em
grupos independentes, complementada
com 0S respectivos testes de
comparacdes multiplas, no nivel de 5%
de significancia (Zarr, 1999). A
indicacdo da significancia foi realizada
por meio de letras colocadas ao lado

das medidas descritivas (mediana),
onde duas medidas seguidas de uma
mesma letra mindscula ndo diferem
(P>0,05) quanto aos respectivos grupos
fixado o momento de avaliacdo, e duas
medidas seguidas de uma mesma letra
maiuscula ndo diferem (P>0,05) quanto
aos respectivos momentos de avaliacao
dentro do grupo considerado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mastite bovina continua sendo
considerada como a principal doenca da
bovinocultura leiteira, apresentando-se
amplamente disseminada nos rebanhos
brasileiros. No  presente  estudo
observou-se ocorréncia em 71 animais
(98,7%), com menor prevaléncia da
forma clinica 4 (5,3%) em relacdo a
subclinica 67 (94,7%). Resultados
semelhantes tém sido descritos nos
ultimos anos. Fontana et al. (2010)
verificaram que a mastite subclinica
apresentou prevaléncia de 15 a 40
vezes maior que a forma clinica da
doenca. Martins et al. (2010) registraram
ocorréncia de 85,2%, cujo percentual de
guartos mamarios correspondeu a 65%
e 5,8% para mastite subclinica e clinica,
respectivamente. Da mesma forma,
Silva e Cavalcanti (2012) registraram
alta ocorréncia de mastite subclinica no
rebanho avaliado, que variou entre 76%
e 81,6%.

Os animais positivos para o teste
de Tamis, no momento anterior a
aplicacdo dos tratamentos, ndo foram
utilizados pelo presente estudo. Porém,
este teste foi utiizado para o
monitoramento de todos 0s animais que
apresentaram resultados positivos para
o CMT, aos sete e 14 dias apods a
realizacdo dos tratamentos. Embora
Fontana et al. (2010) tenham registrado
gue a mastite clinica usualmente
precede a forma clinica da doenca, este
fato nédo foi observado pelo presente
estudo, uma vez que 100% dos tetos
avaliados permaneceram negativos para
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o teste de Tamis; demonstrando que
nao houve evolucéo para a forma clinica
da doenca, para o periodo avaliado.

Em relacdo ao Califérnia Mastite
Teste, no momento anterior a aplicacao
dos tratamentos, registrou-se
homogeneidade na frequéncia e grau de
acometimento entre 0s  animais
avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. M edidas descritivas (média aritméica, desvio padrdo e mediana com
seus respectivos valores minimos e maximos) do califarnia
mastite teste, segundo momento anterior aos tratamentos (t0),
aos sete (f7) e 14 (t14) dias apds inicio do tratamento; e
segundo tratamento: oral, oral e imersao, alcool e cortrole

Momentos de avaliacio

Grupo TO T7 T4

Oral 3,25 20,859 3,00 21,15 260 £1,37

4,00 2Z,00-4,00) as 3,00 (1,00-4,00) aA 2,00 (1,00-4,00) ah

Orale 3,25 20,88 362 £1,03 281128

Imersdo

350 (1,00-4,000a4 400 (1,006,000a4 3,50 (1,00-4,00) a&

Alcool 3,32 20,85 3,04 £1,08 256 £122

4,00 2,004 ,00) aA 3,00 (1,00-4,00) a4 2,00 (1,00-4,00) aA

Controle 345 2071 3,30 £0,92 2842112

400(2,004,000a8 4,00 (1,004,00)a4 3,00 (1,00-4,00) a&

Letras minls culas: compar acac de grupe fixado © momento
Letras mailsculas: compar acic de momento dentro de grupo

Observa-se na Tabela 1 que nao
foi possivel verificar diferenca estatistica
entre os tratamentos, aos sete e 14 dias
apos a realizacdo dos mesmos. Apesar
do CMT ser considerado um exame
eficiente e préatico para ser executado
durante a ordenha, possui carater
subjetivo e dependente da interpretacao
de quem o realiza. Brito et al. (1997)
relataram que sua classificacdo em
escores, pode ocasionar tanto resultados
falsos positivos quanto falsos negativos,
sendo indicada a CCS como método
diagndstico mais seguro. Dessa forma,
foi realizada CCS como exame
complementar. As medidas descritivas

da CCS, em relacdo aos grupos
avaliados, estdo apresentadas na
Tabela 2.

A contagem de células somaticas
€ parametro para avaliacdo da
gualidade do leite (Brasil, 2002). Assim
como verificado em relagcdo aos
resultados do CMT, a diminuicdo dos
valores de CCS foi observada em todos
0S grupos avaliados, nao havendo
diferenca entre eles.

Tabela 2. Medidas descritivas (média artmética, desvio padrio e mediana com
Seus respectivos valores minimos e maximos) da contagem das
células somaticas (ccs x 109, segundo momento anterior aos
tratamentos (t0), aos sete (t7) e 14 (t14) dias apds inicio do
tratamento; e segundo tratamento: oral, oral e imersdo, dlcool e
controle

Momentos de avaliazio

Grupo T0 17 T14

Oral 583,60 + 663,61 574,67 £603,74 134,32 = 168,76
395,50 314,50 67,00

(2,00-2927,00) aB (1,00-2980,00) aB (1,00-664,00) aA

Oral  514,00%677,01 886,53 + 1087,64 141,37 + 190,60
& mersdo 263,50 432,50 41,00

(1,00-3220,00) aB (42,005442,00) aC (1,00-686,00) aA

Alcoal 543,08 + 547,50 580,68 + 696,91 153,64 + 426,50
394,00 0394,00 49,00

(2,00-1977,00) aB (2,00-2306,00) aB (1,00-2133,00)
ahA

535,03 + 511,93 528,46 + 510,03 97,96+ 111,71
402,50 445 50 65,00
{4,00-2090,00) aB (1,00-2229,00) aB (2,00-526,00) aA

Controle

Letras minsculas: comparacac de grupo fixado o momento
Letras mailsculas: comparscio de momento dentro de gupo

Foram avaliadas 264 amostras de
leite. Quatro quartos mamarios nao
foram avaliados devido a atrofia e
afuncionalidade decorrente de mastites
anteriores. Talvez o nimero de animais
avaliados tenha influenciado sobre a
grande variabilidade dos resultados
referentes a CCS; uma vez que o grau
de comprometimento dos quartos
mamarios variou de negativo para trés
cruzes. O aspecto gelatinoso observado
pela acao do reagente utilizado no teste
CMT, sobre as células somaticas
presentes no leite, se da pela ruptura
nuclear e liberacdo do  &cido
desoxirribonucleico (DNA) dessas
células. Assim, quanto maior o numero
de células presentes na amostra, mais
intensa sera essa reac¢ao; possibilitando
relacionar essas alteragbes com a
contagem de células somaticas da
amostra. A correlagcdo desses exames
foi demonstrada em bovinos (Brito et al.,
1997; Barbosa et al., 2002), bubalinos
(Jorge et al., 2005) e caprinos (Silva et
al., 2001).

O fato de a mastite bovina ser
considerada uma enfermidade
multifatorial, podendo ser influenciada
por fatores relativos ao homem,
ambiente, higiene de ordenha e tipo de
comportamento dos ordenhadores na
lida com os animais, deve ser
considerado. Provavelmente, a
presenca dos pesquisadores no
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ambiente da ordenha, influenciou o
comportamento  dos  ordenhadores,
favorecendo a realizacdo das boas
praticas de manejo e higiene durante a
ordenha. A alta prevaléncia da mastite
relaciona-se as mas condicbes de
higiene do ordenhador, bem como dos
tetos e Uberes das vacas antes, durante
e apods a ordenha (Oliveira et al., 2009).
Boas praticas de manejo favorecem a
diminuicdo de CCS (Silva et al., 2011).

Outro fator que provavelmente
influenciou os resultados obtidos pelo
presente estudo, diz respeito ao clima.
Este experimento foi realizado durante o
més de Dezembro, periodo chuvoso do
ano. Entretanto, apds iniciado o0s
tratamentos, o clima  melhorou,
cessando temporariamente a ocorréncia
das chuvas na regido. Dessa forma,
esse fato pode ter sido parcialmente
responsavel, pela diminuicdo da CCS
nos animais avaliados. Silva e
Cavalcanti (2012) avaliaram 2.599
animais e 9.677 amostras de leite, e
observaram favorecimento do periodo
chuvoso sobre a ocorréncia de mastite
nos tetos dos animais. Precipitacbes
elevadas, aliadas as altas temperaturas
podem favorecer a incidéncia de mastite
subclinica  (Harmon, 1994), pelo
aumento da  susceptibilidade as
infeccbes bacterianas (Santos, 2004).

Souza (2005) e Ruegg (2008)
consideraram valores acima de 200 mil
células/mL, indicativos de mastite
subclinica. Fonseca e Santos (2000)
admitiram o intervalo de 200 a 400 mil
células/mL. Desta forma, o presente
estudo considerou o limite de 200 mil
cel/mL, como limite maximo para
animais sadios.

Em relacao as analises
microbiolégicas, verificou-se que em
174 amostras que apresentaram CCS
acima de 200 mil células por mL, 150
delas (86,20%) apresentaram infeccao
mamaria. Apés avaliar 109 quartos
mamarios, no momento imediatamente
anterior ao inicio do presente estudo, foi

registrado crescimento bacteriano em
79,81% das amostras. Verificou-se a
presenca de Staphylococcus aureus
(42,30%), Staphylococcus ssp (20,19%),
Streptococcus agalactiae  (19,23%),
Streptococcus uberis (14,42%),
Streptococcus dysgalactiae (8,65%) e
Corynebacterium bovis (6,73%). Os
resultados obtidos no presente estudo,
corroboram com os resultados
observados por Martins et al. (2010) ,
Zanette et al. (2010) e Saeki et al.
(2011) que incriminam a infeccao
bacteriana como causa mais frequente
de mastite bovina, principalmente pela
ocorréncia de Staphylococcus aureus.

A alta frequéncia de
Staphylococcus aureus nos casos de
mastite pode ser explicada pelo fato de
gue a pele do Ubere e a dos tetos séo
0s principais sitios de localizacao
desses agentes, o que acaba facilitando
as infeccbes por esse microrganismo
(Zanette et al., 2010).

Apesar dos animais portadores
de mastite clinica ndo fazerem parte
deste estudo, o cultivo das amostras de
leite em meio Mac Conkey Agar, foi
realizado a fim de certificar a auséncia
de microrganismos Gram negativos.
Dessa forma, como era de se esperar,
nao foi verificado crescimento
bacteriano, em 100% das amostras
avaliadas pelo referido cultivo.

Em relacéo a analise da propolis,
determinou-se peso seco de
121,70mg/mL e teor de extrato seco de
13,17%. A instrucdo normativa n° 03
(Brasil 2001), estabelece apenas valor
minimo de extrato seco, que
corresponde a 11%. Dessa forma, os
valores encontrados estdo de acordo e
acima do limite minimo exigido para
comercializacdo do produto.

Considerando-se que a
composicdo quimica da propolis é
extremamente complexa e que pode
variar em até 300 componentes, e
considerando-se ainda que 0Ss
compostos fendlicos e flavondides tém
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sido associados as principais atividades
terapéuticas da propolis (Lustosa et al.
2008), optou-se  por realizar
especificamente essas determinacoes.
O presente estudo verificou teores de
55,5% e 1,19% de compostos fendlicos
e flavonoides; respectivamente. O
minimo de compostos fendlicos exigido
é 0,50% e 0,25% para 0s compostos
flavondides (Brasil 2001). Assim, a
amostra avaliada, enquadrava-se nos
padrdes de qualidade exigidos.

Gonsales et al. (2006),
verificaram variacbes entre 0,05 a
0,63% nos teores de flavondides em
extrato etandico de propolis a 70%; no
estado de S&o Paulo. Pavanelli et al.
(2007), analisaram trés tipos de extrato
etandlico de prépolis coletados em
Campo Grande-MS, e encontraram
valores médios de 40,15% para
compostos fendlicos e 3,16% para
flavondides.

Sousa et al. (2007) verificaram o
teor de flavonodides totais em amostras
provenientes de Sdo Paulo (regido de
Franca) e Minas Gerais (regido de
Passo), encontrando média de 0,38 a
0,06% para Sao Paulo e entre 0,12 a
2,11% para Minas Gerais. Essa elevada
variabilidade no teor de flavonodides na
propolis deve-se provavelmente a
diferentes fontes de exsudado vegetal,
bem como a localizacdo do apiario.

Em relacdo ao pH, a amostra de
propolis utilizada pelo presente estudo
apresentou valor de 5,08; o que também
foi observado por Longuini et al. (2007)
e Bezerra e Goncalves (2008). A
instrugdo normativa n° 03 nédo
estabelece um parametro de qualidade
para essa variavel (Brasil 2001).

Substancias flavonoides e
compostos fendlicos, presentes nos
extratos de propolis, sdo reconhecidos
pela acdo antioxidante (Bezerra e
Goncgalves 2008). Sousa et al. (2007)
registraram essa atividade em amostras
provenientes de Sao Paulo (regido de
Franca) e Minas Gerais (regidao de

Passo). Corroborando com esses
resultados, o presente estudo, verificou
atividade antioxidante do  extrato
avaliado (EAP a 30%), pela solubilidade
positiva para acetato de chumbo e ao
NaOH. Considerando-se que esta
avaliacdo é apenas qualitativa e néo
guantitativa, o regulamento técnico de
identidade e qualidade da proépolis
estabelece exigéncia apenas para
positividade da prova, correspondendo
ao tempo de reacdo maximo de 22
segundos (Brasil, 2001).

O efeito antimicrobiano do extrato
utiizado pelo presente estudo, foi
avaliado previamente, in vitro (Saeki, et
al. 2011). Seu efeito antimicrobiano
sobre Staphylococcus aureus,
demonstrou percentuais de atuacéo
semelhantes aos antimicrobianos
comumente utilizados na terapia dessa
enfermidade. A sensibilidade dos
isolados aos agentes antimicrobianos foi
determinada pela técnica de difusdo em
placas de Agar Mueller-Hinton, e as

drogas utilizadas foram: ampicilina,
cefalexina, ciprofloxacina,
estreptomicina, gentamicina,
norfloxacina e tetraciclina. Para o

presente extrato, verificou-se que das
38 amostras de leite avaliadas, que
apresentaram crescimento de
Staphylococcus aureus, 35 (92,10%)
apresentaram sensibilidade ao extrato
de proépolis a 30% (Saeki et al., 2011).
Este resultado foi o principal motivador
para a continuidade dos estudos in vivo.

Langoni (1996) obteve 90% de
inibicdo ao Streptococcus agalactiae e
100% ao Staphylococcus aureus.
Loguercio et al. (2006) verificaram
sensibilidade ao extrato de prépolis, em
94,4% das colbnias de Staphylococcus
coagulase-positivos avaliadas.

A acao antimicrobiana da prépolis
sobre Staphylococcus aureus ja havia
sido sugerida por Endler et al. (2003);
Pinto et al. (2001) e Auricchio et al.
(2006). Esta acdo se deve a presenca
de flavondides, que s&@o solubilizados
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em meio alcoolico, além de outros
principios ativos que sinergicamente
contribuem para esta  atividade
(Auricchio et al.,2006). Segundo Takaisi-
Kikuni e Schilcher (1994), o extrato
etandlico de propolis tem capacidade de
prevenir a divisdo celular, produzir
defeitos na estrutura da parede celular,
desorganizar o citoplasma; além de
causar alteracdo na  membrana
citoplasmatica e inibir a sintese protéica
das bactérias.

A acdo quimica e biolégica da
propolis depende de  diferentes
combinacdes (Franesi, 2007).
Scazzocchio et al. (2005), j& haviam

abordado multiplos mecanismos
sinérgicos envolvidos na atividade
antimicrobiana da propolis, indicando
interacdo entre seus constituintes.

Assim, apesar do esfor¢co de diferentes
grupos de pesquisa nesta area, a
farmacodinamica da prépolis ainda néo
foi completamente elucidada. Apesar
disto, e a partir dos resultados obtidos
previamente pela avaliacdo in vitro, o
extrato alcoolico de propolis a 30%
ainda pode representar um importante
adjuvante para o controle da mastite
subclinica, porém exige adicionais
ensaios clinicos. Talvez alterando-se a
via de administracdo, e aumentando o
tempo de avaliacdo, os beneficios do
uso do extrato de propolis possam ser
demonstrados.

CONCLUSAO

Para as condicdes do presente
estudo, o extrato alcodlico de prépolis a
30% ndo apresentou beneficios para o
controle da mastite subclinica bovina.
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