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RESUMO: A prépolis tem um grande potencial de utilizacdo pelos seus efeitos
como substancia antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antioxidante, imuno estimulante e
de controle de peso. Estas caracteristicas séo atribuidas aos componentes
flavonoides e acidos fendlicos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da inclusdo na dieta de extrato de prépolis (EP) na condicéo
corporal, parametros sanguineos e resposta vacinal de cdes adultos. Para avaliacdo
da condicdo corporal, foram utilizados os pesos (kg) e espessura do tecido
subcutaneo (mm) medido na vertebra L7, utilizando ultrassonografia. Foi coletado
sangue dos animais no inicio e final do experimento e realizado analise de
parametros sanguineos e bioquimicos. A resposta vacinal foi avaliada contra a
cinomose canina por meio do método de inibicdo da hemaglutinacdo. As
caracteristicas das fezes foram avaliadas pelo escore fecal. O fornecimento da dieta
EP durante cinco meses estimulou a reducao (P<0,05) de peso e de tecido adiposo
subcutaneo lombar dos cées. Além de reduzir o colesterol total dos animais
(P<0,05). No entanto, ndo foram observados efeitos (P>0,05) no hemograma,
triglicerol, resposta vacinal e caracteristicas fecais destes animais. Sendo assim, a
inclusdo de extrato de propolis na dieta para cdes € viavel e benéfica,
especialmente em animais que apresentem necessidade de controle de peso
corporal e de niveis de colesterol.

Palavras-chave: colesterol; gordura corporal; nutricdo de caes; parametros
sanguineos; propolis

ABSTRACT: Propolis has great potential for use by its effects as antimicrobial
substance, anti-inflammatory, antioxidant, immune stimulant and in weight control.
These characteristics are attributed to its components flavonoids and phenolic acids.
Taking this fact into consideration, the aim of this study was to evaluate the effect of
adding the propolis extract diet (EP) on body condition, blood parameters and
vaccine response of adult dogs. To evaluate the body condition, the weights were
used (kg) and thickness of the subcutaneous tissue (mm) measured on the vertebra
L7 using ultrasound. Animal blood was collected at the beginning and end of the
experiment and carried out analysis of blood and biochemical parameters. A vaccine
response was evaluated against canine distemper by the hemagglutination method.
The stool characteristics were evaluated by fecal score. The provision of EP diet for
five months promoted weight reduction (P <0.05) and lumbar subcutaneous adipose
tissue reduction in dogs. Besides, it reduced the total cholesterol in animals (P
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<0.05). However,

no effects were observed (P> 0.05) in the blood count,

triacylglycerol, vaccine response and fecal characteristics of these animals.
Therefore, it is concluded that the inclusion of propolis extract in pet diet is viable
and beneficial, particularly in animals showing need to control body weight and

cholesterol levels.

Key Words: body fat; blood parameters; cholesterol; dogs nutrition; propolis

INTRODUCAO

A prépolis € uma substancia
resinosa e balsamica, que possui
coloracdo 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 exsudatos 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).

A propolis tem sido muito
utilizada na terapia humana, pelos seus
potenciais efeitos como substancia
antimicrobiana, anti-inflamatéria,
antioxidante e imuno estimulante
(MORALES, 2000). Além disso,
aparentemente reduzem 0 peso e a
gordura corporal podendo ser utilizado
no tratamento da obesidade (LIN; LIN-
SHIAU, 2006). Esses efeitos
terapéuticos tém sido atribuidos aos
dois grandes grupos de compostos
fendlicos que compdem a propolis: 0s
flavonoides, aos quais séo considerados
como um dos principais compostos e 0s
acidos fenolicos (MORALES, 2000).

A nutricio de animais de
companhia acompanha a tendéncia
observada na nutricdo humana, desta
forma o extrato de propolis poderia ser
utilizado na nutricdo de cées. Sendo
assim, a alimentacdo para animais de
companhia visa promover uma nutricao
ideal, além de fornecer boa qualidade
de vida com longevidade.

Os animais de estimacdo dos
grandes centros urbanos vivem cada
vez mais confinados em pequenos
espacos e normalmente tem uma 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). Desta forma, ha
necessidade de formulas que
possibilitem controlar e/ou prevenir o
sobrepeso e a obesidade.

Na literatura consultada, nao
foram encontradas informacfes sobre o
uso de extrato de prépolis na dieta de
caes, para avaliar possiveis efeitos na
condicao corporal, paramentros
sanguineos e caracteristicas fecais.
Desta forma, o objetivo foi avaliar os
efeitos da inclusdo de extrato propolis
no alimento completo destinado a cées
sobre a condicdo corporal, parametros
sanguineos, resposta vacinal e escore
fecal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela
Comissdo de Etica ao Uso de Animais,
protocolo n.027/2011, do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana em 14 de outubro de
2011.

A preparacdo do extrato, o teor
de flavonoides totais (TFT) em
apigenina por meio de cromatografia
liguida de alta resolucdo e a
incorporagdo no Oleo foram realizadas
segundo protocolo adaptado de Franco
e Bueno (1999). O teor de apigenina do
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extrato utilizado (SLNC206) incluidos a
dieta foi de 0,79 mg kg' de ragdo. A
Tabela 1 é referente a composicdo
guimica da dieta utilizada como base

neste experimento.

Tabela 1- Composicdo quimica
analisada e calculada da dieta base

Dieta controle (g/kg)

Mateéria seca 888,0
Proteina Bruta 280,0
Extrato etéreo em hidrdlise acida 80,0
Fibra bruta 50,0
Matéria mineral 90,0
Calcio 20,0
Fésforo total 8,0
EM (kcal/ kg)' 29900
TEM: energia metabolizavel estimada de acordo com NRC (2006);

Foi  utiizado um  alimento
completo para cdes em crescimento
respeitando as exigéncias nutricionais
de acordo com NRC (2006) (Tabela 1).
A dieta controle (DC) recebeu apenas o
0leo de soja e a outra dieta recebeu o
extrato de propolis (EP) diluido em 6éleo
de soja numa concentracédo de 1,067 ml
kg! de ragdo. O teor de flavonoides
totais em apigenina da dieta EP ficou
em 3,97 mg kg* de racéo.

Foram utilizados 16 caes da raca
Beagle (oito fémeas e oito machos) com
11 meses de idade (10,12 kg + 1,83), os
quais foram alojados em baias de
alvenaria com soléario (1,5 m de largura
por 2,0 m de comprimento).

O periodo experimental para
avaliacao da condicéo corporal foi de 20
semanas, as avaliacdes de peso, escore
de condicao corporal (ECC) e espessura
do tecido adiposo em na sétima vértebra
lombar (L7) foi realizado no inicio e final
do experimento. O ECC foi realizado de
acordo com Sharon (2003), variando de
1 a 5 (sendo 1 animais muito magros e
5 obesos). Para avaliar a espessura do
tecido adiposo subcutaneo (mm) na
vértebra L7 foi realizado com ultrassom
em plano transversal usando um
transdutor linear de 7,5 MHz, proposto
por Morooka et al. (2001).

Foram realizadas trés coletas de
sangue durante o0 experimento, no
inicio,b meio e final do periodo
experimental para realizacdo do

hemograma e perfil lipidico. As coletas
foram realizadas em jejum, pela
venopungao da jugular externa. Cerca
de 3 mL de sangue foram destinados a
obtencdo de soro e 1,5 mL para
obtencdo de plasma com o uso de
EDTA a 10%. As analises foram
realizadas num tempo maximo de 72h
apos a coleta. Foram avaliados numeros
de hemacias e leucécitos, concentracéo
de hemoglobina, hematdcrito, contagem
diferencial de leucécitos, concentracéo
de proteina plasmatica, colesterol total e
TAG sérico.

Para determinacao do
hemograma foram utilizadas as técnicas
de rotina descritas por Jain (1993). O
hematocrito  foi  determinado  pelo
método do micro-hematocrito e as
concentracfes de proteinas plasmaticas
pelo método do refratbmetro. O
colesterol total e TAG foram analisados
no aparelho BIOPLUS 2000. Foi usado
0 teste enzimatico-colorimétrico com
fator clareante de lipideos para
determinacdo quantitativa do colesterol
total2 e TAG3 presente no soro.

Para andlise de resposta vacinal
foram realizadas quatro coletas de
sangue com intervalos de 28 dias. Apos
a primeira e segunda coleta foi feito um
desafio ao sistema imunolégico com a
aplicacao de vacina Octupla
(Recombitek C6/CV - Merial®) comercial

para caes (contra cinomose,
parvovirose, coronavirose,
parainfluenza, adenovirose, hepatite

infecciosa e leptospirose canina). As
amostras de soro das quatro coletas
foram armazenadas e congeladas.

Foi realizado a titulacdo de
resposta vacinal para cinomose canina
e 0s anticorpos contra 0 virus da
cinomose canina foram avaliados
mediante inibicdo da hemaglutinacao
(HI). Inicialmente, as amostras de soro
foram diluidas a 1:5 com tampao salina
borato (BBS; 1.5M NacCl, 0.5M H3BO3,
1.0M NaOH, pH 9.0). A seguir, foram
tratadas para a remocdo de inibidores
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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 solucao salina fosfatada (PBS;
pH 7,2) e incubado durante 30 min a
temperatura ambiente, homogeneizando
periodicamente. Apés centrifugacdo a
400 rpm, durante 10 min, O
sobrenadante foi adsorvido em igual
volume (50 mL) de hemécias de suinos
diluidas a 50% em tampao VAD, pH 6.0
(0.15M NaCl, 0.3M Na2HPO4, 0.15M
NaH2PO4), durante 1h, a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e estocado a
-20°C até o momento da realizacdo do
teste.

As amostras tratadas foram
diluidas a partir de 1:20 até 20480 em
microplacas com fundo em “V” usando
tampédo BABS (BBS com 0.2% de soro
fetal bovino), incubadas com a amostra
de virus da cinomose canina (Cornell
A7517 strain; quatro unidades
hemaglutinantes mL?°) e apdés 2h a
37°C, foram adicionados 50 mL de uma
suspensao de hemécias de suino a
0,5% (em VAD, pH 6,0).

A leitura foi feita ap6s incubacao
noturna a 4°C. Os testes foram
considerados  vélidos quando as
hemacias 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).

As caracteristicas das fezes
foram avaliadas pelo escore fecal. O
escore foi avaliado diariamente durante
todo o periodo experimental, atribuindo-
se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes
pastosas e sem forma; 2 = fezes macias
e mal formadas; 3 = fezes macias,
formadas e Umidas; 4 = fezes bem

formadas e consistentes; 5 = fezes bem
formadas, duras e secas (CARCIOFI et
al. 2009).

Os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado.
Os dados de condicdo corporal,
hemograma e paradmetros sanguineos
foram  obtidos por meio das
mensuracgdes realizadas no inicio e final
do periodo experimental (final - inicio).
Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade e em seguida foi realizado
o0 teste t-Student para os dados
paramétricos e teste Kruskal-Wallis para
0s ndo paramétricos (escore fecal). Em
ambos os testes foi considerado P<0,05
como diferenca significativa. As anélises
foram feitas utilizando o0 pacote
estatistica SAS (Statistical Analysis
System, version 8,2; Inst, Inc., Cary,
NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha alguns componentes da
prépolis, como os flavonoides que sao
capazes de proporcionar varios efeitos
benéficos, atuando como antioxidante,
anti-inflamatério e de efeito vaso
dilatador, acdo antialérgica, acodes
antimicrobianas, entre outros (LOPES et
al., 2000). Além disso, parecem
promover a diminuicdo do peso
corporal, gordura corporal e auxiliar na
prevencao e tratamento da obesidade
(LIN; LIN-SHIAU, 2006). Contudo, as
pesquisas estao iniciando para avaliar
esse produto na nutricdo dos animais,
inclusive na nutricio de caes. No
presente estudo nédo foram identificados
os flavonoides presentes no EP
utilizado, mas de acordo com Marcucci
et al. (1999) os principais flavonoides
encontrados no EP s&o: campferol,
guercetina, isorramnetina e a galangina.

Na Tabela 2 observamos os
pesos dos animais no inicio e final do
experimento de ambas as dietas, para
0s cdes que receberam a DC nao foi
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observado diferenca entre o inicio e o
final do experimento para o peso, L7 e
escore (P>0,05). J4 para 0s cées que
receberam a dieta EP observou reducao
do escore e de L7 ao final do periodo
experimental (P<0,05).

Tabela 2- Ingestdo de alimento (g /cao/
dia) e variacdo (final-inicio) nas
avaliacdes de condicao corporal de caes
alimentados com uma dieta controle
(DC, sem extrato de propolis) e com a
dieta EP (1,067 ml de extrato de
prépolis/kg de racao).

Tratamento Ingestéo (g) Peso (Kg) Escore’ L72
DC (Inicial i) - 9,610 30 459
DC (final - f) - 9,625 3,0 4,36
P - 0,898 0,346 0,699
EP (i) X 10,217 38 458
EP (f) - 9,880 30 3,21
P - 0,721 0,048 <0,001
DC () 269,89 0,015 0,0 -0,231
EP (f) 267,75 -0,330 -0,875 1,372
EPM 3 12,01 0,231 - 0,234
P| 0,737 0,042 0162 0,008
!Escore de condigdo corporal, escala de 1 (magro) a 5
(obeso);

2 Avaliagao feita com ultrassom na vértebra L7,

3EPM: erro padrdo da média

4 Diferengas significativas se P<0,05 entre as médias pelo
teste t-Student e mediana pelo teste Kruskal-Wallis (Escore).

Comparando as variagoes (final-
inicial) das dietas observou-se que o0s
animais que receberam a dieta com
extrato de prépolis (EP) apresentaram
maior reducdo de L7 (mm) e peso (kg)
do que a DC (P<0,05). Enquanto para a
ingestéo (g) e ECC néo houve variagao
durante o periodo experimental (Tabela
2).

O mecanismo pelo qual o
flavonoide pode diminuir o percentual de
gordura corporal ainda ndo esta
elucidado. Koya-Miyata et al. (2009)
avaliaram o EP para camundongos
machos (5 mg/kg e 50 mg/kg) e
observaram resultados semelhantes a
este estudo, reduzindo o ganho de peso
de camundongos machos (50 mg/kg) e
fémeas (25 mg/kg).

N&o foi observada diferenca
(P>0,05) entre as dietas nos valores de
hemograma  (Tabela  3). Foram
observadas diferencas (P<0,05) nos
valores de colesterol total dos animais
no inicio e final do experimento de
ambas as dietas (Tabela 4). Além disso,

ao avaliar a variacao (final-inicial) do
colesterol total, a dieta EP apresentou a
maior reducdo (P>0,05, Tab. 4).
Segundo Koya-Miyata et al. (2009) a
prépolis é capaz de reduzir os niveis
séricos de triglicerideos, colesterol,
gordura ndo esterificada e triglicerideos
no figado. Os autores afirmam que os
resultados sugerem que 0s mecanismos
da inibichio de acumulo de tecido
adiposo visceral sejam pela regulagéo
negativa da sintese de acidos graxos.
Assim como os resultados apresentados
no presente estudo, a reducdo na
espessura de tecido adiposo
subcutaneo da regido lombar dos caes
pode ter ocorrido pela alteracdo no

metabolismo lipidico, jA que estes
apresentaram  maior redugdo na
concentracdo de  colesterol total
sanguineo.

Tabela 3- Valores de hemograma e
analises bioquimicas séricos para
fosfatase alcalina, creatinina, de céaes
alimentados com dietas suplementadas
(EP) ou nédo (DC) com extrato de
prépolis.

Dietas

Parametros sanguineos VR! - p? EPM?
DC EP

Heméacias (x106/uL) 55-85 5,65 5,97 0,97 0,092

Hemoglobina (g/dL) 12,0-18,0 15,33 15,60 0,64 0,260

Hematécerito (%) 37,0-55,0 42,92 45,21 0,15 0,615

Leucdcitos totais (/L)
Neutrdfilos (/L)
Eosindfilos (/uL)

6000-17000 9341,7 9320,8 0,23 4604
3000-11500 5643,5 60849 0,07 3421
100-1250 182,00 270,00 0,47 58,20

Linfécitos (/L) 1000-4800 2786 2468 0,93 154,0
Meondcitos (/L) 150-1350 721,00 516,00 0,47 70,11
PPT (g/DI) 6,0-8,0 6,44 6,66 0,24 0,092
FA(UIL) 20-156 587 507 0,58 5,441
Creatinina (mg/dL) 0,5-1,5 06 086 0,84 0,048

VR: valores de referéncia; 2Médias comparadas pelo Teste
t-Student (P>0,05) ;® EPM: erro padrdo da média; *PPT:
proteina plasmatica total; FA: Fosfatase Alcalina.
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Tabela 4- Colesterol total (mg/dL) e
triacilglicerol (mg/dL) inicial (i), final (f) e
Final — inicial (f-i) de cées alimentados
com uma dieta controle (DC, sem
extrato de prépolis) e com a dieta EP4
(1,067 ml de extrato de propolis/kg de
racao).

Tratamento

Colesterol total (mg/dL) Triacilglicerol (mg/dL)

DC (Inicial — i) 67,61 112,75
DC (final - f) 51,67 74,77
p 0,007 0,104
[6) 78,71 107,22
® 5345 75,04
p <0,001 0,004
DE (M) 1594 37,98
EP (f) -25,16 32,18
EPM? 2,81 11,24
p1 <0,001 0,102

EP
EP

!Médias comparadas pelo Teste t-Student (P>0,05); 2EPM:
erro padréo da média

Assim como a prépolis, o cha
verde possui alta quantidade de
flavonoides, principalmente catequinas,
capazes de promover a diminuicdo do
peso, gordura corporal e auxiliar na
prevencao e tratamento da obesidade e
de doencgas 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 e o cha
verde reduziu o peso do tecido adiposo
sem qualguer mudanca no peso
corporal e consumo alimentar. Também
foram reduzidas significativamente as
concentracfes sanguineas de colesterol
total e acidos graxos livres.

No presente estudo ndo foram
observadas diferencas significativas
para 0s outros parametros sanguineos
avaliados, no entanto tais parametros se
encontravam dentro dos valores de
referéncia para a espécie. Resultados
semelhantes foram encontrados por
Turner et al. (2006), os quais avaliaram
o fornecimento do EP por 42 dias, para
cavalos e eles observaram que o0s
valores de hematdécrito, hemoglobina,

namero de linfécitos e concentracdo
sérica de lactato ndo foram alterados.

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

Em relacdo a resposta vacinal,
nao foram observadas diferengas contra
0 virus da cinomose canina entre 0s
tratamentos (P>0,05, Figura 1). Em um
estudo feito por Kong et al. (2004) ao
fornecerem doses de polissacarideos de
prépolis via subcutanea por trés dias,
foram observados efeitos sobre a
resposta vacinal contra o virus de
Newcastle apenas na maior dose
utilizada (1 mg) somente aos 21 e 28
dias poés-vacinais. 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 concentracdes mais altas
da vacina (1,5x106 e 3x106 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
prépolis. Este efeito na melhora da
resposta vacinal encontrado na literatura
pode ndo ter sido demonstrado no
presente estudo pela diferenca na via de
administracdo do EP e pelo mesmo ter
passado pelo trato digestério podendo
ocasionalmente ter alterado sua funcéo
imuno estimulante.
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Figura 1- Nivel de diluicdo que apresentou hemaglutinagdo
em cées da raga Beagle aos 12, 13, 14 e 15 meses de idade
alimentados com dietas suplementadas ou ndo com extrato
de prépolis.

Em relacdo as caracteristicas das
fezes, a inclusdo do extrato de propolis
nao influenciou o escore fecal e este
permaneceu 4 para os dois grupos. Esta
avaliacdo é importante e muito levada
em consideracdo pelos tutores dos
cdes, desta forma sempre que um
ingrediente é avaliado, necessita-se
avaliar também o escore das fezes.

As propriedades da propolis
estdo diretamente relacionadas a sua
composicdo quimica, 0 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
funcdo da espécie da abelha e do grau
de africanizacdo da Apis mellifera no
Brasil, fatores importantes na definicdo
das suas propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas (PEREIRA et al., 2002).

CONCLUSOES

A incluséo de extrato de propolis
a dieta de animais jovens por cinco
meses estimulou a reducao de peso, de
tecido adiposo subcutaneo lombar dos
cées e reducdo do teor de colesterol
total. Enquanto que n&o houve
influéncia na resposta vacinal, contra o
virus cinomose, além de nao alterar as
caracteristicas fecais.
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