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RESUMO

KALIL, M.A. Propolis verde como agente terapéutico no tratamento pos-cirurgico da
linfadenite caseosa. Salvador, 2019, p.56, Dissertacdo (Mestre em Ciéncia Animal nos

Trépicos), Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia -Universidade Federal da Bahia.

O tratamento da linfadenite caseosa com antibioticos ndo ¢ eficaz, sendo necessaria a excisao
cirdrgica das lesdes. A solucdo de iodo a 10% é atualmente a escolha para o tratamento pos-
cirargico, mas pode apresentar histotoxicidade. Considerando que a propolis verde possui
comprovadas atividades antibacteriana e cicatrizante, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o uso de uma pomada com base em prépolis verde como opcdo terapéutica pos-
cirdrgica no tratamento da linfadenite caseosa. Foram utilizados 28 ovinos, que passaram por
cirurgia para excisdo das lesdes caseosas, e entdo divididos em dois grupos, (1) tratamento
com iodo, e (2) tratamento com pomada de prdpolis verde. Foram analisados dados clinicos
dos animais, o tamanho da area cicatricial e a presenca de umidade e secrecdo na cicatrizacdo
da ferida cirargica, bem como a resposta imune humoral contra a bactéria. O grupo tratado
com propolis verde cicatrizou completamente a ferida cirlrgica uma semana antes do grupo
tratado com iodo, com menos casos de secrecdo na ferida, apesar de ndo estatisticamente
diferente do grupo tratado com iodo. N&o foram vistos sinais clinicos que indicasse toxicidade
ou outros efeitos colaterais do uso da propolis, associada a uma recuperagdo dos pelos mais
rapida e organizada. Conclui-se que a pomada de propolis verde pode ser utilizada no
tratamento pos-cirdrgico da linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, pelo seu efeito na
cicatrizacdo e inibicdo de contaminacdo da ferida, com melhor efeito estético apds a

recuperacao final do animal.

Palavras-chave: antimicrobianos, cicatrizacdo, Corynebacterium pseudotuberculosis, ovinos
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ABSTRACT

KALIL, M.A. Brazilian green propolis as a therapeutic agent in the post-surgical
treatment of caseous lymphadenitis. Salvador, 2019, p.56, Dissertacdo (Mestre em Ciéncia
Animal nos Trdpicos), Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia -Universidade Federal da
Bahia.

The treatment of caseous lymphadenitis with antibiotics is not effective, requiring the surgical
excision of the lesions. The 10% iodine solution is currently the choice for the post-surgical
treatment but may present histotoxicity. Considering that green propolis has proven to have
antibacterial and wound healing properties, this study aimed to evaluate the use of a green
propolis-based ointment as a post-surgical therapeutic option in the treatment of caseous
lymphadenitis. Thirty-eight sheep were submitted to surgery for the excision of caseous
lesions, and then divided into two groups, (1) iodine treatment, and (2) treatment with green
propolis ointment. Clinical data of the animals, the size of the scar area and the presence of
moisture and secretion in the surgical wound, as well as the humoral immune response against
the bacterium, were analyzed. The green propolis treated group completely healed the surgical
wound one week before the iodine treated group, with fewer cases of wound secretion,
although not statistically different from the iodine treated group. No clinical signs were found
to indicate toxicity or other side effects of propolis use, associated with faster and more
organized hair recovery. It is concluded that the green propolis ointment can be used in the
post-surgical treatment of caseous lymphadenitis in small ruminants, due to its significant
effect on healing and inhibition of wound contamination, with a better esthetic effect after the

final recovery of the animal.

Keywords: antimicrobials, Corynebacterium pseudotuberculosis, sheep, wound healing
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1. INTRODUCAO

A linfadenite caseosa ou “mal do caro¢o” ¢ uma doenca cronica que se caracteriza pela
formac&o de lesbes granulomatosas de contetido caseoso amarelado em linfonodos. E causada
pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, a qual pode acometer caprinos, ovinos e
outras espécies, inclusive o homem. A doenca pode se apresentar de forma superficial ou
visceral, e como o agente é eliminado com o exsudato purulento das lesdes, pode infectar
outros animais através de ferimentos na pele, pela ingestdo de dgua e alimentos contaminados,
ou por via aerégena (CEBRA e CEBRA, 2000; BASTOS, et al 2012; VESCHlI, et al 2015).

A administracdo de antibidticos nao surtem efeito significativo no combate a doenca,
além de ter alto custo. (SANTA ROSA, 1996; RODEHEAVER et al.,1982). Por isso, a
terapéutica preconizada € a remocdo cirdrgica do conteddo caseoso das lesdes antes do seu
rompimento, com posterior desinfeccdo com tintura de iodo a 10% Este tratamento é
reconhecidamente citotoxico, ndo é completamente efetivo, podendo atrapalhar o processo de
cicatrizacdo (VESCHI, 2011).

A acdo antibacteriana da prépolis é evidenciada principalmente sobre as bactérias
Gram-positivas (SFORCIN et al, 2000) e ela tem sido testada em compostos farmacoldgicos
para diversas finalidades, principalmente como cicatrizante, anti-inflamatério, antibacteriano e
no tratamento de feridas (TAKZAREE et al, 2016), entre outros. A propolis é uma substancia
resinosa, elaborada pelas abelhas a partir da coleta de produtos existentes em botdes florais,
gemas e em cortes dos vegetais. E utilizada nas colmeias como material de reparo, isolamento,
fixacdo e protecdo (GHISALBERTI, 1979). Sua utilizacdo farmacoldgica ja se faz a milhares
de anos, tendo sido amplamente utilizada por egipcios, gregos e romanos (LUSTOSA et al.,
2008). No Brasil, foram inicialmente subdivididos 12 tipos de propolis de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas. Dentre eles, 0 mais comum é a marrom, e a amarela a menos
estudada (PARK et al, 2002; ANDRADE et al, 2017; MACHADO, C.S. et al, 2016).
Posteriormente foi anexada a essa classificagdo a propolis vermelha, oriunda do litoral
nordestino (SILVA et al, 2008). Também mais recentemente um 14°tipo foi catalogado, tendo
sua origem botéanica uma planta bem difundida no semiarido nordestino (FERREIRA, et al
2017).

O 12° tipo de prdpolis brasileira é a verde, a qual entre as suas fontes botanicas esta a
Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como alecrim do campo. Ela possui na sua
composic¢do grande quantidade de artepelina C, derivado do acido cinamico (PARK et al, 2004;
BARTH et al, 2013; MACHADO B.AS. et al., 2016). Em seu primeiro isolamento e



identificacdo, Aga et al, (1994) j& constataram seu potencial antimicrobiano quando a
comparou com outras duas substancias isoladas da propolis.

O mercado de produtos organicos movimentou em 2016, em torno de 90 bilhdes de
dolares e sua area usada ao redor do mundo foi de 57,8 milhdes de hectares, significando um
aumento de 7,5 milhdes de hectares em relagdo ao ano anterior (INTERNATIONAL
FEDERATION OF ORGANIC AGRICULTURE MOVEMENTS and RESEARCH
INSTITUTE OF ORGANIC AGRICULTURE, 2018). Nos Estados Unidos onde parte da
producdo bovina é confinada, houve um crescimento substancial do consumo de carne oriunda
de producéo organica a partir de 2003, ap0s os casos de Encefalopatia Espongiforme Bovina no
Reino Unido. O Brasil exporta 90% de sua producdo organica, apesar do consumo interno para
este tipo de produto estar crescendo 25% ao ano. No mundo todo, somente 2,4% do rebanho de
caprinos e ovinos sdo certificados como sendo de producdo organica, e 25% destes séo
oriundos do Reino Unido (NAPOLITANO et al 2009).

No Brasil, iniciativas governamentais, tais como o projeto “Cabrito Ecologico da
Caatinga”, estimulam a producdo organica de caprinos e ovinos no semidrido nordestino,
levando em consideracdo o0 manejo, nutricional e sanitario dos animais em sistema
silvoagropastoril (CAVALCANTE et al. 2007). No manejo sanitario do sistema orgéanico de
producdo animal, a legislacdo brasileira permite o uso de algumas substancias no processo
terapéutico (BRASIL, 2008). Nesse contexto de terapéutica, sdo permitidos o uso de veiculos
ndo sintéticos e da prépolis, que no presente trabalho foi testada com relacéo a sua eficiéncia
antimicrobiana e cicatrizante, na forma de pomada, no tratamento pés-cirdrgico da linfadenite

caseosa.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DA CAPRINO E OVINOCULTURA

A criacdo de caprinos e ovinos € de grande importancia para o semiarido brasileiro,
tanto do ponto de vista social quanto econdmico. Aliado a isso, essa regido apresenta vocacéo
natural e tradicdo na criagdo desses animais (VOLTOLINI et al, 2011). Nesse contexto o estado
da Bahia possui 0os maiores rebanhos de caprinos e ovinos no Brasil, de 2.3 e 2,8 milhdes de
animais, respectivamente (BRASIL, 2018).

O modelo de producgdo de caprinos e ovinos que predomina no Nordeste é o extensivo,
caracterizado pela criacdo de animais em areas muitas vezes desprovidas de cerca, conferindo
total acesso do animal as areas de vegetacdo nativa. Assim, os rebanhos se utilizam dessa area
de vegetacdo nativa de forma coletiva, a qual é pastejada sem nenhum critério técnico ou
sanitario (VOLTOLINI et al, 2011). A vegetacdo desta regido recebe a denominagdo
“caatinga”, que do tupi significa “Mata Branca”, apresentando trés estratos distintos, arbdreo,
arbustivo e herbaceo, com predominancia de plantas caducifdlias que perdem suas folhas entre
o final das chuvas e o inicio da estacdo seca (FILHO e BAKKE, 2010). Muitas dessas plantas
apresentam espinhos que, apés uma lesdo na pele ou mucosas do animal, possibilitam a
contaminacdo com diversos agentes patogénicos, tais como a bactéria Corynebacterium

pseudotuberculosis, agente etioldgico da linfadenite caseosa. (UNANIAN et al, 1985).

2.2 Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis pertence ao género Corynebacterium, o qual esta
incluido em um grupo supragenérico dos Actinomicetos que também inclui os géneros
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Este grupo, chamado CMN, possui parede celular
composta principalmente de peptidoglicanos, arabinogalactanos e acidos micoélicos, bem como
elevado teor de guanina-citosina do genoma (DORELLA et al, 2006). Devido aos lipidios da
parede celular, este cocobacilo Gram-positivo piogénico tem capacidade de formar lesdes
granulomatosas nos linfonodos superficiais e internos (RIET-CORREA, 2001).

C. pseudotuberculosis é catalase e urase positivo, fermenta carboidratos sem a produgédo
de gas (maltose, manose, glicose) e ndo fermenta a lactose, ndo tem atividade proteolitica e é
oxidase negativo (MOURA-COSTA, 2002). Produz uma toxina chamada de fosfolipase D, que
atua como uma esfingomielinase que o protege da fagocitose e favorece sua disseminagdo no
hospedeiro (BAIRD e FONTAINE, 2007). Foi descrito pela primeira vez em 1888 em um caso

de linfangite de bovino. Inicialmente foi denominado Corynebacterium ovis, porém,



11

considerando as diversas espécies que foi isolada, em 1948 passou a ser definitivamente
chamado C. pseudotuberculosis. Além do biovar que ndo reduz nitrato em nitrito a qual
acomete principalmente os caprinos e ovinos (biovar ovis), um outro biovar deste
microrganismo que reduz nitrato e que causa também a linfangite ulcerativa em equideos e
abscessos superficiais em bovinos ja foi descrito (biovar equi) (BAIRD e FONTAINE, 2007;
SMITH e SHERMAN, 2009; ZAVOSHTI et al, 2012).

2.3 LINFADENITE CASEOSA

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca infecciosa crdnica que acomete caprinos e
ovinos em praticamente todos 0s continentes. Seu agente etioldgico é o C. pseudotuberculosis,
que pode infectar varias espécies, inclusive o homem, mas a doenca em humanos € pouco
conhecida pois muitos casos ndo sdo relatados (LEITE, 2012). A contaminacao ocorre atraves
da secregéo caseosa oriunda do linfonodo em contato com as mucosas ou com lesdes na pele,
sendo estas proporcionadas mais facilmente com a prética da tosquia (BLOOD, 1978; SMITH e
SHERMAN, 2009). Ocorre com frequéncia em regides como a caatinga. (VOLTOLINI et al,
2011). A depender das condicGes ambientais, o C. pseudotuberculosis pode sobreviver por anos
nas instalagdes, pastos ou em fomites (LEITE, 2012).

A enfermidade se caracteriza pela presenca de lesdes granulomatosas no organismo. O
pus no seu interior se apresenta com consisténcia caseopurulenta a caseosa, de cor branco-
esverdeada e inodoro (WILLAMSON, 2001). E caracteristico da lesdo o aspecto em laminas
concéntricas o qual esta rodeado por uma cépsula fibrosa. A medida que a mesma aumenta de
tamanho, esta sofre um processo de necrose com posterior substituicdo por nova cépsula. Os
abscessos medem de 4 a 5 cm, mas, ocasionalmente, podem chegar até 15cm (RIET-CORREA,
2001). A linfadenite caseosa se apresenta de duas formas; a externa quando se apresentam
entumecidos os linfonodos superficiais parotideo, submandibular, prescapular, popliteo,
prefemural e supramamario. A forma interna afeta tecidos linfaticos do figado, pulmdes, rins e
baco. O periodo de incubacdo pode variar de 2 a 8 meses (ABDULLAH et al, 2017)

Além do diagnostico clinico pela observacdo e palpacdo dos linfonodos superficiais
entumecidos, pode-se realizar o isolamento da bactéria através da puncdo aspirativa do
conteudo do linfonodo (RIBEIRO et al, 2001), ou do material caseoso extraido por inciséo,
sendo este o padrdo-ouro para diagnostico (CHIRINO-ZAGARRA et al, 2006; OREIBY,
2014). Testes imunoldgicos tem sido usados, como por exemplo o Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) (GUIMARAES et al, 2011; HOELZLE et al, 2013; RIBEIRO

et al, 2013). E também tem sido utilizados outros métodos, tais como o Polymerase Chain
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Reaction (PCR) para a identificacdo sensivel e acurada da presenca da bactéria no material
caseoso das lesdes (CETINKAYA et al, 2002; PACHECO et al, 2007).

A antibioticoterapia sisttmica se faz ineficiente devido ao fato que a capsula nodular
inviabiliza o acesso dos farmacos aos microrganismos. Senturk e Temizel (2006) obtiveram
bons resultados com a administracdo intracapsular de rifamicina combinada a tetraciclina em
ovinos, mas ressalta a possibilidade de baixa eficiéncia caso haja resisténcia a rifamicina por
parte das bactérias. Esta proposta terapéutica, entretanto, ndo avaliou a redugédo dos granulomas
internos (BAIRD, 2006). Também foi possivel reduzir a disseminacdo bacteriana com
administracdo intracapsular de penicilina ou tetraciclina ou mesmo ap6s ruptura espontanea,
mas ainda néo existem estudos conclusivos a respeito destes resultados (SMITH e SHERMAN,
2009). O uso da tulatromicina subcutanea se mostrou parcialmente viavel em experimento com
caprinos (WASHBURN et al, 2013). Quando testada in vitro, a bactéria se mostra sensivel a
diversos antibicticos (SA et al, 2013).

Outros métodos alternativos de tratamento estdo sendo testados. Santiago et al (2013)
compararam a inoculacdo de iodo a 10% e hipoclorito a 2.5% no abscesso ainda ndo totalmente
entumecido, e ndo obteve resultados satisfatorios, pois ainda foi encontrado C.
pseudotuberculosis vidvel no contelldo caseoso ap6s a ruptura espontanea destes linfonodos
superficiais. Leite (2012) atenta para 0s aspectos negativos da alternativa do uso do formol
inoculado no linfonodo, pois pode ocasionar perda tissular por necrose. Existe ainda a
possibilidade testada em experimentos da extirpacdo do linfonodo afetado com resultados
locais satisfatorios, mas € dispendiosa e ineficaz, pois ocorre permanéncia sistémica do
microrganismo (NOZAKI et al, 2000).

Convencionalmente, o tratamento das lesdes de linfadenite caseosa é feito pela
drenagem cirdrgica e posterior cauterizagdo quimica com tintura de iodo (LEITE, 2012;
SANTIAGO et al, 2013; CHAPMAN e KENNEDY, 2017). Este tratamento visa diminuir a
contaminagdo ambiental, ndo sendo suficiente para erradicar a enfermidade de rebanhos, e
recidivas podem ocorrer. Todo o material retirado do abscesso apds a drenagem cirdrgica bem
como todo o utilizado no procedimento deve ser incinerado (VESCHI, 2011). O iodo na forma
molecular penetra rapidamente na parede celular dos microrganismos levando a oxidacdo das
ligagOes sulfuradas de aminoacidos, consequentemente influenciando na sintese de proteinas,
assim como alteragdes nos acidos graxos da membrana celular e causando alteracdes nas suas
caracteristicas fisicas (GOTTARDI, 2014). Serikawa et al (1984) testaram a utilizag&o de spray
de tintura de iodo em uma incisdo feita em animais negativos pelo método de ELISA para C.

pseudotuberculosis, e como resultado foram observados menos animais positivos nos tratados
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do que no grupo controle, evidenciando o uso preventivo do iodo em feridas abertas, as quais
poderiam ser fonte de infeccéo pela bactéria.

Estudos comprovam a acgdo antimicrobiana do iodo (CHUNDAMALA e WRIGHT,
2007), contudo, vale ressaltar sua acdo citotoxica também é relatada em outros estudos como o
de Ballin e Pratt (2002) que observaram culturas de fibroblastos humanos as quais tinham um
decréscimo no seu crescimento em meios contendo diferentes concentragdes de iodo, sendo até
letal na concentracdo a 1%. Wong et al (2009) reportam um caso de intoxicacao sistémica em
uma mulher de 63 anos apds o uso de solucdo aquosa de iodo a 10% na incisdo cirdrgica. A
intoxicacdo sistémica por iodo em ruminantes ja foi relatada, e ferimentos expostos podem
também absorver este elemento quimico (PAULIKOVA et al, 2002).

A linfadenite caseosa é uma doenca cosmopolita que tem sua maior incidéncia em
locais onde predomina a ovino e caprinocultura. Patton et al (2003), na Austrélia, cujo o
experimento indicou uma prevaléncia de 28% em ovinos ndo vacinados, atenta para o fato de
seus resultados demostrarem um prejuizo de mais de US$10 milhdes anuais aos abatedouros
australianos. Geralmente o indice de condenacdo de carcacgas de ovinos adultos pela doenca em
abatedouros é de 3 a 5% (RADOSTITS et al 2007). Existem também os custos com o
tratamento cirargico e pés cirdrgico comumente realizado nas propriedades com o uso da
tintura de iodo a 10%, ao qual se estima para um rebanho de 114 animais (0 que representa um
rebanho mediano), um valor aproximado de US$ 54,93 anuais (FACCIOLI-MARTINS et al,
2014).

2.4 PROPOLIS

A propolis € um material resinoso de consisténcia viscosa elaborado pelas
abelhas que coletam a matéria-prima de diversas partes das plantas, tais como brotos, cascas e
exsudatos de arvores (GHISALBERTI, 1979). Dentro da colmeia, é usado junto a cera no
propoésito de vedacdo e protecdo contra a decomposi¢do de intrusos mortos no seu interior,
através do embalsamamento (BANKOVA et al, 2014). Sua composi¢do basicamente se faz de
50% de resina e balsamos vegetais, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de
polen e 5% de outros elementos, incluindo debris organicos (BURDOCK, 1988). Estudos
realizados mostram que mais de trezentas substancias foram identificadas em amostras de
propolis, com predominéncia de flavonoides (flavonas, flavondis, flavanonas), e também
galangina, crisina, tectocrisina, pinocembrina, campferol e quercetina, bem como aldeidos
aromaticos (vanilina e isovanilina), cumarinas, &cidos fendlicos (acido caféico, ferulico,

cindmico e cumarico), acidos organicos (acido benzodico) e alguns oligoelementos, tais como
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aluminio, vanadio, ferro, calcio, silicio, manganés, estréncio, e vitaminas B1, B2, B6, e C
(BANKOVA et al, 2000; ANDRADE, et al, 2017).

No Brasil, existe uma grande variacdo quanto aos tipos de prépolis, devido a rica
biodiversidade do pais (SALATINO et al, 2005). As propolis brasileiras, segundo Park et al
(2002), se apresentam divididas em doze grupos distintos, de acordo com propriedades fisico-
quimicas e relacionadas a locais geogréficos: cinco no grupo sul do Brasil, um no grupo sudeste
do Brasil, e seis no grupo nordestino.

A propolis marrom é mais comum e apresenta em sua composi¢do grande quantidade de
acidos fenolicos, tais como &cido p-cumérico, acido fellrico e o &cido cafeico, e kampferol
(ANDRADE et al, 2017). Foi verificada tambeém sua agdo antimicrobiana em alguns estudos,
agindo de forma eficaz contra Enterococcus fecalis, por exemplo, em um estudo odontoldgico
(PIMENTA et al, 2015). Ou também contra Staphylococcus spp. in vitro, como agente
causador da mastite em caprinos (SILVA et al, 2012). Zaccaria et al (2017) descrevem sua
capacidade anti-inflamatoria, e Machado, C. S. et al (2016) evidencia seu grande potencial
antitumoral.

A propolis amarela é pouco estudada, mas ja foi encontrada nela grande potencial
antitumoral, apesar de pouca acdao antimicrobiana (MACHADO, C.S. et al, 2016). Também
SILVEIRA et al (2016) encontraram em sua composi¢cdo compostos com atividade no sistema
nervoso central de ratos, com efeitos antidepressivo e ansiolitico.

Um outro tipo de propolis, denominada de “propolis vermelha” por causa da sua
coloracdo vermelha intensa, foi classificada como o 13° tipo de propolis brasileira e sua origem
boténica é a Dalbergia ecastophylum, popularmente conhecida como “rabo de bugio” (SILVA
et al, 2008). Esta planta é encontrada nas regides de mangue nos estados de Sergipe, Bahia,
Alagoas, Paraiba e Pernambuco, sendo seu exsudado da mesma cor dando assim 0 nome a
mesma (COSTA et al, 2013; BERRETA et al, 2017). Foram encontrados na propolis vermelha
taninos, catequinas, flavonas, flavonois, chalconas, isoflavanos, pterocarpans, isoflavonoides,
biflavonoides, pentaciclicos triterpendides, xantonas e gutiferonas (MENDONCA et al, 2015).
Diversos estudos tém constatado as funcGes terapéuticas desta propolis. Cabral et al (2009) in
vitro observaram uma eficiente acdo bactericida da prépolis vermelha, assim como também
Silva et al (2017) constataram que este tipo de propolis tem eficiente acdo antiparasitaria e
antioxidante. Alencar et al (2007), Awale et al (2008) e Machado, C.S. et al (2016) indicaram
sua acdo antitumoral. Mais recentemente Ferreira et al (2017), descreveram mais um tipo do
grupo nordestino, cuja a fonte botanica seja provavelmente a Jurema-Preta (Mimosa tenuiflora)

bastante comum no semiarido nordestino.
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A propolis verde é um tipo de propolis de coloragdo esverdeada originaria do sudeste do
Brasil, coletada pelas abelhas com base no alecrim do campo, Baccharis dracunculifolia, sendo
seus compostos muitas vezes também encontrados na resina apical desta planta (TEIXEIRA et
al, 2005). Sua constituicdo se baseia em acido cinamico e derivados, flavonoides, &cido
benzdico, benzoatos arométicos ndo hidroxilados, &cidos alifaticos e ésteres, como também
compostos prenilados, alcanos e terpenoides. (CHANG et al, 2008). Destes, um derivado do
acido cinamico, a artepelina C, tem se destacado por suas fungdes antibioticas e antitumorais
(SALATINO et al, 2005). Park et al (2004), encontraram quantidades elevadas de artepelina C
nos botdes de folhas do alecrim do campo, local esse de intensa coleta apicula de resina para
producdo dessa propolis. Diversos tipos propolis podem conter artepelina C na sua composicao,
mas a prépolis verde originada do alecrim do campo € a que possui as mais elevadas taxas
desse componente (MACHADO, B.A.S. et al, 2016).

A comparacdo do extrato de propolis verde e do extrato de sua base boténica, a
Baccharis dracunculifolia, mostra também que a acdo antimicrobiana de ambos se deve ao
conjunto de compostos presentes nos extratos e ndo deles isoladamente (SILVA FILHO et al,
2008). O uso do extrato alcodlico da prépolis verde ja se mostrou eficiente em estudos de casos
clinicos cujo o S. aureus é o agente infeccioso prevalente, como na mastite em bovinos
(FIORDALIS et al, 2016), ou em possiveis ferimentos contaminados (NOGUEIRA et al,
2016). Existe uma maior acdo antimicrobiana dos diversos tipos de prépolis frente a bactérias
Gram-positivas do que Gram-negativas, e a acdo destes extratos decorre da acdo sinérgica de
seus diversos compostos (SFORCIN et al, 2000; NASCIMENTO et al, 2013; MACHADO,
B.A.S. et al, 2016). A excec¢do da atividade antimicrobiana é da propolis amarela, que a possui
em menor escala. (MACHADO, C.S. et al, 2016).

A cicatrizagdo sob o efeito de uma pomada a base de prépolis foi superior em relacéo a
uma pomada contendo s6 excipiente, como demonstra Abu-Seida (2015) em um estudo com
caes. Quando comparados os efeitos cicatrizantes das propolis vermelha e verde em ferimentos
cirurgicos em ratos, foi observada uma maior eficiéncia da prépolis verde (BATISTA et al,
2012). Em relagéo aos efeitos anti-inflamatdrios, foi constatado ativagdo macrocitéria, redugéo
de fatores ligados a infamagdo como TNF e algumas interleucinas, assim como também
reducdo na liberacdo de oxidantes, como 6xido nitrico (SZLISZKA et al, 2013), isto em fungéo
da alteracdo na sintese ribossomal precursora destes fatores (RIMBACH et al, 2017; DOI et al,
2017). Zaccaria et al (2017) encontram resultados mais especificos que estes, pois concluiram
que comparativamente a prépolis verde, a marrom possui flavonas que regulam os miRNAs

relacionados a ativacdo da TNF e outras citocinas existentes no processo inflamatério. Além
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deste aspecto, Pillai et al (2010) relacionaram positivamente o processo anti-inflamatorio e
cicatricial em incisdes produzidas em murinos tratados com pomada de propolis marrom com a
quantificacdo de hidroxiprolina, hexoaminas e acido urénico. Em experimento in vivo, Moura
et al (2011a e 2011b) observaram reducédo do processo inflamatdrio pela reducéo de citocinas e
maior revascularizacdo do local da lesdo, como também efeito modulador da propolis verde na
deposicdo de coldgeno no processo cicatricial. Barros et al (2007) descreveram também que

esse tipo de prépolis pode agir na protecdo da mucosa gastrica contra Ulceras induzidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficacia terapéutica de pomada a base de propolis verde no tratamento pds-

cirdrgico da linfadenite caseosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Verificar a susceptibilidade de isolados do C. pseudotuberculosis perante extratos de
prépolis verde;

-Verificar a capacidade regenerativa cutanea do local da incisdo cirdrgica, apds o uso
da pomada comparada ao uso de tintura de iodo a 10%;

- Verificar por analises bioquimicas os possiveis efeitos hepatdxicos e nefrotoxicos nos
animais tratados com a pomada e com o iodo a 10%.

- Avaliar clinicamente os animais do experimento, comparando com 0 grupo controle

tratado com iodo 10%.

4. HIPOTESE

A pomada a base de prépolis verde tem efeito antibacteriano contra Corynebacterium
pseudotuberculosis, como também efeito anti-inflamatorio e cicatrizante, com eficacia melhor

do que o tratamento a base de iodo a 10%.
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5. METODOLOGIA GERAL

O extrato de propolis verde foi preparado de acordo com o descrito por Machado B.A.S
et al (2016), nas dependéncias do Instituto de Tecnologias da Saude do SENAI-CIMATEC. A
pomada de propolis verde foi elaborada na Escola de Farmacia da UFBA a partir de técnicas
farmacotécnicas de manipulagdo convencionais, e a composicdo dessa pomada foi baseada em
6leos e gorduras naturais e no extrato de prépolis verde.

O experimento a campo foi realizado em uma propriedade rural localizada no municipio
de Monte Santo, territorio do sisal no semiarido baiano. Foram usados 28 ovinos de ambos 0s
sexos, sem raga definida, os quais tiveram lesGes tipicas de linfadenite caseosa retiradas
cirurgicamente e entdo foram divididos em dois grupos, sendo um deles com tratamento com
tintura de iodo a 10%, e o outro tratado com uma pomada a base de propolis verde. Foram
coletados os conteudos caseosos do linfonodo entumecido para analises microbioldgicas.10 mL
de sangue em tubo tipo Vacutainer® sem anticoagulante foram coletados logo antes ao processo
cirurgico e também semanalmente ao longo de oito semanas, sempre junto a avaliacdo de
frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura retal, escore corporal e grau de hidratacéo.

As andlises bioquimicas, soroldgicas e microbianas do trabalho foram realizadas no
LABMUNO do ICS da UFBA em concomitancia e nos meses seguintes as coletas. A avaliacao
microbioldgica foi feita de acordo com o proposto por Norman et al (2014) adaptado, e a
soroldgica utilizando metodologia descrita por Reboucas et al (2013). Para as provas
bioquimicas, foram usados kits comerciais da marca Labtest® onde foram realizadas avaliagio
dos niveis séricos de creatinina, &cido Urico, ureia, proteinas totais, AST e ALT .

Foram usados os softwares EXCEL (Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation,
Redmond, Washington) para a realizacdo das analises iniciais, e 0 programa estatistico

GraphPad Prism v.6 para realizacdo das analises estatisticas e confecc¢éo dos gréaficos.
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6.1 RESUMO

O tratamento da linfadenite caseosa, com antibidticos ndo é eficaz, sendo necessaria a excisao
cirurgica das lesdes. A solucdo de iodo a 10% € atualmente a escolha para o tratamento pos-
cirargico, mas pode apresentar histotoxicidade. Considerando que a prépolis verde possui
comprovadas atividades antibacteriana e cicatrizante, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o uso de uma pomada com base em prépolis verde como opcdo terapéutica pos-
cirurgica no tratamento da linfadenite caseosa. Foram utilizados 28 ovinos, que passaram por
cirurgia para excisao das lesdes caseosas, e entdo divididos em dois grupos, (1) tratamento com
iodo, e (2) tratamento com pomada de propolis verde. Foram analisados dados clinicos dos
animais, o tamanho da area cicatricial e a presenca de umidade e secrecdo na cicatrizacdo da
ferida cirdrgica, bem como a resposta imune humoral contra a bactéria. O grupo tratado com
prépolis verde cicatrizou completamente a ferida cirdrgica uma semana antes do grupo tratado
com iodo, com menos casos de secrecdo na ferida, apesar de ndo estatisticamente diferente do
grupo tratado com iodo. Ndo foram vistos sinais clinicos que indicasse toxicidade ou outros
efeitos colaterais do uso da propolis, associada a uma recuperacdo dos pelos mais rapida e
organizada. Conclui-se que a pomada de prépolis verde pode ser utilizada no tratamento pos-
cirargico da linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, pelo seu efeito significativo na
cicatrizacdo e inibicdo de contaminacdo da ferida, com melhor efeito estético apés a

recuperacdo final do animal.

Palavras-chave: antimicrobianos, cicatrizacdo, Corynebacterium pseudotuberculosis, ovinos
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6.2 INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infecciosa de carater crénico que acomete
caprinos e ovinos em praticamente todos os continentes. Seu agente etioldgico € o
Corynebacterium pseudotuberculosis, que pode infectar vérias espécies, inclusive o homem,
mas a doenca em humanos é pouco conhecida pois muitos casos ndo sdo relatados [1]. A
contaminagdo ocorre através da secrecdo caseosa oriunda do linfonodo em contato com as
mucosas ou com lesdes na pele, sendo que estas podem ocorrer mais facilmente com a pratica
da tosquia [2,3]. Mesmo com uma baixa mortalidade do rebanho, a linfadenite caseosa causa
prejuizos ao produtor, pois desvaloriza a pele, carcaca e 0s animais para revenda.

Convencionalmente, o tratamento da linfadenite caseosa é feito pela drenagem cirdrgica
das lesdes granulomatosas e posterior cauterizacdo quimica com tintura de iodo [1,4]. O
tratamento com iodo é reconhecidamente citotdxico, ndo € 100% efetivo e pode atrapalhar o
processo de cicatrizacdo [5]. A administracdo de antibidticos ndo surtem efeito significativo,
além de ter alto custo [6,7].

A propolis é uma substancia resinosa, elaborada pelas abelhas a partir da coleta de
produtos existentes em botdes florais, gemas e em cortes dos vegetais. E utilizada como
material de reparo, isolamento, fixacdo e protecdo nas colmeias, sendo a sua utilizagdo
terapéutica relatada historicamente [8]. A propolis verde possui na sua composi¢do grande
quantidade de artepelina C, derivado do acido cinamico [9,10]. A artepelina C age como
componente antibacteriano quando em sinergia com outros compostos presentes na propolis
verde [11]. Em seu primeiro isolamento e identificacdo, Aga et al [12], j& constataram seu
grande potencial antimicrobiano. A acdo antibacteriana da prépolis € evidenciada
principalmente sobre as bactérias Gram-positivas [13], e tem sido testada em compostos
farmacoldgicos para diversas finalidades, principalmente como cicatrizante, anti-inflamatério,
antibacteriano e no tratamento de feridas [14], entre outros.

O mercado de produtos organicos movimentou em 2016 em torno de 90 bilhGes de
dolares [15]. No manejo sanitario do sistema organico de producdo animal, a legislacdo
brasileira permite 0 uso de algumas substancias no processo terapéutico. Nesse contexto de
terapéutica, sdo permitidos o uso de veiculos ndo sintéticos e da propolis e, devido a sua
comprovada acdo antibacteriana e anti-inflamatoria, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a sua aplicabilidade como agente terapéutico no tratamento pds-cirdrgico da linfadenite

caseosa.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 CICATRIZACAO

Os valores relativos ao processo cicatricial estdo apresentados na Figura 1, onde é
possivel observar que as médias da area de ferida cirdrgica em ambos 0s grupos experimentais
nédo apresentaram diferencas significativas ao longo do experimento. Quando considerados 0s
animais que completaram o processo cicatricial em diferentes momentos, pode-se observar que
0 grupo no qual foi usado tintura de iodo a 10% completou o fechamento das lesGes uma
semana depois do grupo tratado com prépolis (Figura 2), mas ndo houve diferenca estatistica
significativa no teste de Wilcoxon quando as curvas foram comparadas.

Em um experimento com ratos Wistar avaliando o processo cicatricial, foi constatado
que nao houve diferenca estatistica nas areas de ferida cirurgica em dois grupos tratados com
mel e com prépolis marrom apds realizacdo de incisdo cirurgica, quando comparados com um
grupo controle. Mas observaram que nos grupos teste houve melhor inducdo a cicatrizacdo
atraves de observacgdes histologicas [16]. Em outro trabalho realizado também com ratos
Wistar, ndo foi observada diferenca estatistica na cicatrizacdo de ferimentos usando creme de
cha verde, creme de propolis a 20% e soro fisioldgico [17]. Também em teste de cicatrizacdo
realizado com pomada de propolis em comparacdo com pomada s6 com excipiente em ratos,
foi observada maior velocidade de cicatrizagdo no grupo tratado com a prépolis [18]. Em
semelhante trabalho com cées, a pomada a base prépolis marrom cicatrizou antecipadamente as
feridas cirargicas [19]. Ambos trabalhos cuja cicatrizacdo foi mais rapida com o uso da
prépolis, se assemelharam aos resultados do presente estudo. Esse processo, como 0 aqui
observado com cicatrizacdo mais rapida, também pode ser explicado por uma absorcdo rapida
da propolis, como em estudos com implantes subcutaneos impregnados com propolis verde [20,
21].
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Figura 1: Area de ferida cirargica nos animais durante o periodo de duas semanas apds a cirurgia. S&o
representadas as médias da area da ferida cirlrgica em cada grupo experimental ao longo das semanas, e seus
desvios padrdes, representados pelas barras. Os resultados de cada grupo em cada tempo foram comparados pelo

teste “t” de Student com p < 0,05, e ndo foram encontradas diferencas significativas.
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Figura 2: Percentual de animais de cada grupo experimental com cicatrizacdo completa. Os pontos no
grafico mostram o percentual de animais de cada grupo que apresentaram cicatrizagdo completa ao longo das
semanas. As curvas de cicatrizacdo foram comparadas utilizando-se o teste de Wilcoxon com p < 0,05, e ndo

foram encontradas diferencas estatistica significativa entre elas.
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Os resultados apresentados na Figura 1 e na Figura 2, indicam que ndo houve
diferencas estatisticas entre o grupo tratado com pomada de prépolis verde e o grupo controle
iodo 10% quando considerado o processo cicatricial em si. Mas € interessante frisar que 0s
animais tratados com a propolis verde cicatrizaram plenamente a incisao cirdrgica uma semana
antes dos animais tratados com iodo, fato importante, pois € um tempo substancial onde uma
ferida cicatrizada ndo estara sujeita a infecgdes com agentes oportunistas. Também deve-se
observar que, como pode ser visto na Figura 3A, 0s animais tratados com prépolis tiveram um
processo de retorno dos pelos mais rapido, com um crescimento mais regular dos mesmos, o
que n&o foi observado nos animais tratados com iodo, aspecto visualmente relacionado ao fator
citotdxico da tintura de iodo (Figura 3B).

No presente trabalho, assim como no de Vieira et al [17], foram usados outros
parametros para avaliacdo da cicatrizacdo, como a presenca de secrecdo e umidade na leséo que
eram observadas a cada semana. Na Figura 4A é possivel observar que ao longo do
experimento foi atestada mais vezes a presencga de secre¢do nos animais tratados com iodo a
10%, equivalendo a 21% das observac@es feitas no grupo durante o experimento, enquanto que
no grupo pomada de prépolis verde observou-se um percentual de 14%. O mesmo ocorre em
relacdo a presenca de umidade na lesdo ao longo das observagdes, onde no grupo tratado com a
pomada em 76% das observagdes néo foi vista umidade nas feridas, enquanto 74% dos tratados
com iodo tinham essa apresentacdo (Figura 4B). Mas quando foi aplicado o teste estatistico de
odds ratio, com p < 0,05, ndo se observou diferenca estatistica entre 0s grupos para ambos 0s
parametros.

A menor ocorréncia de secre¢des purulentas nas feridas cirdrgicas dos animais tratados
com propolis verde do que nas tratadas com tintura de iodo a 10% é um indicativo da menor
infecgéo das feridas por agentes oportunistas ou mesmo um efeito antibacteriano do tratamento
pos-cirargico contra C. pseudotuberculosis presentes nas lesdes granulomatosas. O poder
antibacteriano da propolis ja foi descrito em experimentos nos quais foram vistas concentragdes
inibitérias minimas bem reduzidas para bactérias Gram-positivas [10,22]. Um efeito
antibacteriano para as bactérias Gram-negativas, tais como Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp. e Escherichia coli, também ja foi visualizado e isso é importante, visto que
esse tipo de bactéria € uma fonte importante para contaminacdo de feridas cirdrgicas
[13,23,22].
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Figura 3. Crescimento dos pelos em torno da lesdo cirdrgica. Crescimento normal de pelos ao redor da lesdo
tratada com pomada de prépolis verde (A), auséncia pelos ao redor da lesdo tratada lesdo tratada com tintura de
iodo a 10% (B). As fotos representam animais de diferentes grupos experimentais observados em um mesmo

tempo apds a excisdo cirdrgica das lesdes granulomatosas.
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Figura 4. Casos de secrecdo e umidade nas lesdes cirurgicas ap6s tratamento com propolis ou iodo.
Percentual de casos secrecao (A) e de umidade (B) na lesdo cirdrgica em ambos 0s grupos em sete observagdes ao
longo do experimento. Os valores expressam a porcentagem do nimero de observagdes semanais em oito semanas
pos-cirurgia. Os dados foram comparados entre si pelo teste de odds ratio, com p < 0,05, sem diferenca

significativa entre eles.
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6.3.2 AVALIACAO SOROLOGICA

Todos os animais testados foram positivos na avaliacdo soroldgica para linfadenite
caseosa através do teste de ELISA, com resultados de densidade Optica acima do cut-off de
0,250. Na Figura 5 é possivel constatar que ao longo do periodo experimental, os niveis de 1gG
anti-C. pseudotuberculosis ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois grupos.
Fischer et al [24], em um estudo usando prépolis verde como adjuvante vacinal, observaram
gue o extrato etanodlico ndo induzia uma eficiente estimulacdo da imunidade humoral, mas sim
da imunidade celular. Entdo nenhum efeito no nivel de resposta humoral especifica contra C.
pseudotuberculosis foi notado nesse experimento, mesmo considerando relatos anteriores de
acdo anti-inflamatoria desta propolis, a qual poderia influenciar na resposta imune contra a

bactéria.

6.3.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS

Os animais foram avaliados no periodo entre marco e maio, onde a temperatura
ambiental diurna do local e nos dias de coleta variaram entre 31°C a 34°C [25]. O aumento da
temperatura ao longo do dia ou estacao do ano influencia em parametros clinicos de ovinos, tais
como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura retal [26]. Mas, 0s
procedimentos foram realizados a sombra, em um mesmo periodo do dia, e em uma
temperatura ambiente constante, 0 que se traduziu em pouca influéncia ambiental nos
parametros aferidos. A Figura 6 mostra que ao longo do experimento as frequéncias cardiaca
(FC) (6A), respiratoria (FR) (6B) e temperatura retal (TR) (6C) analisadas nos dois grupos
avaliados variaram pouco e sem diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais, sendo que
para o0 primeiro parametro os dados permaneceram dentro dos parametros normais apresentados
na literatura clinica cléssica [2]. No que tange a FR, o estresse causado pela contengdo pode ter
levado algumas das médias a se estabelecerem acima da normalidade nas primeiras semanas,
como também demonstrado em outros estudos Figura 1 com ovinos [27,28], mas mesmo assim

ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais.
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Figura 5. Presenca de anticorpos anti-C. pseudotuberculosis apds o tratamento cirtrgico de animais com
lesbes granulomatosas. Os dados sdo demonstrados como médias de densidade 6ptica (DO), e as barras

representam seus respectivos desvios padrdes. Sem diferengas estatisticas no teste t de Student (p<0,05).

No que se refere aos escores corporais médios observados na Figura 7A, assim como 0s
niveis de hidratacdo médios na Figura 7B, estes aferidos através do teste de turgor cutaneo, ao,
ndo se constatou diferenca estatistica entre os dois grupos em ambas as avaliacdes longo do
experimento. Em relacdo aos niveis de hidratacdo, tais resultados se apresentam dentro da
normalidade, j& que o retorno entre 2 a 4 segundos € tido como desidratacdo leve, e o patamar
médio de retorno se manteve em torno de 2 segundos [29]. Com relacdo ao score corporal, ndo
foram obtidas diferencas estatisticas significativas entre os grupos durante todo o experimento,
estando a média dos animais em um estado de magreza a normalidade [30]. Esta condicdo se
apresenta compreensivel diante de serem animais sem raca definida e pelo manejo extensivo
proposto para o experimento.

A auséncia de diferencas significativas, com a obtencdo de valores semelhantes dos
parametros clinicos nos animais tratados com a propolis ou o iodo durante todo o experimento,
traduzem o fato de que a pomada de propolis verde ndo induziu efeitos colaterais adversos que
pudessem ser clinicamente observaveis, assim como em um experimento com o uso de préopolis
verde intramamario em vacas leiteiras no tratamento de mastite [31]. Deve-se frisar que em
nenhum momento foi notado qualquer sinal de fotossensibilizagdo nos animais tratados. Ha
relatos de que a propolis verde pode proteger inclusive contra radiacdes ultravioleta, servindo

como um fator de protegéo solar [32].
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Figura 6. Parametros clinicos dos animais tratados com iodo e pomada de propolis verde apds excisdo de
les@o de linfadenite caseosa. Os parametros avaliados foram (A) frequéncia cardiaca, (B) frequéncia respiratoria e
(C) temperatura retal. Os dados sdo apresentados como médias, e as barras indicam seus respectivos desvios
padrdes. As linhas tracejadas correspondem a um intervalo de normalidade (BLOOD ¢ HENDERSON, 1978;
CALDAS, 2000; FEITOSA, 2008). Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os dois

grupos experimentais em um mesmo tempo em nenhum dos parametros, pelo teste t e Student (P<0,05).
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Figura 7: Determinacgdo do (A) escore corporal e do (B) tempo de retorno de turgor cutaneo nos animais do
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barras indicam seus respectivos desvios padrfes. Ndo houve diferencas estatisticas no teste t de Sudent (p<0,05)

6.3.4 AVALIACAO DAS FUNCOES RENAIS E HEPATICAS

A ureia sérica dos animais se manteve dentro dos parametros normais [33], como
observado na Figura 8A, sem diferencas estatisticas entre os dois grupos experimentais, com
excecao dos resultados de quatro semanas ap0s a cirurgia, onde os valores do grupo iodo se
sobressaem estatisticamente aos do grupo prépolis, mas mesmo assim dentro dos valores
normais de referéncia. No que tange aos resultados dos niveis de acido urico sérico, observa-se
na Figura 8B que os valores se mostram um pouco acima do patamar superior de referéncia
[34], com diferencas entre os grupos em dois pontos, em duas e seis semanas apds a cirurgia,
mas mesmo assim ligeiramente acima do valor méximo de referéncia. A creatinina sérica
manteve seus niveis dentro dos patamares de normalidade [33], e quando comparada nos dois
grupos como demonstrado na Figura 8C, se apresenta ao longo do experimento de forma

semelhante. Em dietas com maior nivel de proteina bruta, pode-se ter um pequeno aumento nos
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niveis de &cido arico [35]. E possivel que a variagio na composicdo da racio com diferentes
lotes de silagem fornecido durante o experimento tenham ocasionado um pequeno aumento nos

niveis de acido drico na segunda, terceira e quarta semanas.
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Figura 8: Determinacao da ureia sérica (A), do acido Urico sérico (B) e da creatinina sérica (C) nos animais
dos dois grupos ao longo do experimento. Os resultados sdo apresentados como média em cada tempo de
observacdo para cada grupo, e as barras indicam seus respectivos desvios padrdes. Estdo representados por linhas
pontilhadas os intervalos de referéncia para ureia (CONTRERAS, 2000; KANEKO, et al. 2008), acido urico
(RAJU, et al. 2015) e creatinina sérica (KANEKO, et al. 2008). O simbolo “*” indica diferencas estatisticas

significativas no teste t de Student (p<0,05) entre 0s grupos em um determinado tempo.
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Os niveis de proteinas totais séricas podem variar dependendo do percentual proteico na
racdo, de possiveis infec¢des e de processos anémicos dos animais. Os resultados encontrados
no presente estudo demonstrados na Figura 9 se encontram dentro dos parametros normais [33,
36], e ndo ha diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais. Em se tratando das enzimas
hepéticas, os niveis de alanina aminotransferase (ALT), demonstrados da Figura 10A, e os de
aspartato aminotransferase (AST), demonstrados da Figura 10B, nos dois grupos
experimentais se mantiveram muito proximos ao longo do experimento e sem diferencas
estatisticas significativas, como também dentro dos padrbes normais indicados na literatura

referenciada [33].

6.3.5 AVALIACAO DA DETERMINACAO DE RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDADE
DOS ISOLADOS CLINICOS DE C. pseudotuberculosis APROPOLIS VERDE

Quanto aos 27 isolados clinicos de C. pseudotuberculosis obtidos dos animais incluidos
nesse estudo, as concentragdes de 1,0 e 2,0 mg/mL de extrato etandlico de propolis verde foram
as que mais frequentemente inibiram 100% do crescimento bacteriano, onde juntas inibiram
52% dos isolados. A concentracdo de 8,0 mg/mL apresentou MIC100 para 30% dos isolados
testados, enquanto 15% dos isolados ndo apresentaram sensibilidade as concentracGes testadas
(Tabela 1). Em estudos anteriores com bactérias Gram positivas, foi verificado para as cepas
ATCC25923, ATCC33591, ATCC6538 e metacilina resistente (MRSA) de S. aureus, e
Enterococcus faecalis como exemplares de Gram-positivas, concentracdes inibitorias minimas
de (MICs) de 0,4-0,2mg/mL, 1,6-0,05mg/mL, 0,2mg/mL, 0,4mg/mL e 0,4mg/mL
respectivamente [10, 37], inferiores aos do presente trabalho. Mas deve-se atentar ao fato de
que nessas pesquisas foram relatados como MIC simplesmente a concentragdo que inibiu
qualquer crescimento da bactéria, enquanto neste trabalho tomamos como medida a MIC100,

onde o crescimento total da bactéria é inibido por determinada concentracdo de propolis verde.
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Figura 9: Determinacdo da proteina total sérica dos animais dos dois grupos experimentais ao longo do
experimento. Os resultados sdo apresentados como média em cada tempo de observacdo para cada grupo, e as
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Figura 10: Determinacéo dos niveis de ALT (A) e AST (B) nos animais dos dois grupos experimentais ao
longo do experimento. Os resultados sdo apresentados como média em cada tempo de observacdo para cada
grupo, e as barras indicam seus respectivos desvios padrdes. Nao houve diferencas estatisticas significativas entre
os grupos quando se utilizou o teste t de Student (p<0,05) para comparar as médias de cada grupo em um

determinado tempo.
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Também na Tabela 1 sdo apresentados os dados de concentracdo bactericida minima
dos isolados. 48% dos isolados apresentaram MBC em concentragdes de 1,0 a 2,0 mg/mL,
sendo que 33% dos isolados apresentaram MBC em concentra¢es de 8,0 mg/mL. A propolis
verde até a concentracdo de 8 mg/mL nédo foi capaz de ter acdo bactericida contra seis dos
isolados. Do mesmo modo, os trabalhos anteriormente comparados quanto a MIC, também
apresentaram MBCs de 1,6-0,8mg/mL, 1,6mg/mL, 0,4mg/mL, >0,4mg/mL e 0,8mg/mL,
respectivamente, para bactérias Gram-positivas [10,37]. E possivel que esta maior resisténcia
do C. pseudotuberculosis exista em funcdo da estrutura de sua parede celular, pois mesmo
sendo esta espécie Gram positiva, a presenca de uma camada de peptidoglicano ligada a um
polimero de arabinogalactano com acidos micdlicos em uma camada externa a faz semelhante
neste aspecto a parede de uma bactéria Gram-negativa [38]. Ressalta-se que ndo foi possivel
realizar o ensaio de sensibilidade com o material caseoso retirado de um dos animais, visto que,
mesmo sendo identificado como C. pseudotuberculosis, posteriormente esse isolado foi perdido
por dificuldades em ativagéo e crescimento do mesmo.

Como conclusdo pode-se afirmar que, quando comparado ao tratamento com solucédo de
iodo a 10%, a aplicacdo de pomada a base de prépolis verde se mostrou melhor alternativa
como tratamento pos-cirdrgico no tratamento da linfadenite caseosa em ovinos, pois houve
diminuicdo de uma semana no processo de cicatrizacdo observado no presente estudo, o que,
para animais de produgdo, significa um tempo relevante no qual se evita contaminagdes
oportunistas. Foi ainda observado a sensibilidade in vitro dos isolados obtidos das coletas ao
extrato etandlico da prépolis verde. Também se conclui que a aplicacdo de pomada de prépolis
verde ndo induziu nenhum efeito colateral observavel através da avaliacdo da bioquimica

laboratorial e da avaliacdo clinica dos animais tratados.
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5 10 4 4

7 12 1 1

9 14 8 >8

11 18 1 2

13 20 1 1

15 54 2 2

17 56 2 2

19 60 1 1

21 62 1 1

23 80 4 4

25 89 >8 >8

27 98 2 2
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Tabela 1 - Sensibilidade de isolados clinicos de C. pseudotuberculosis obtidos a partir de ovinos a extrato de
propolis verde. Foi realizado ensaio de microdiluicdo em caldo com diferentes dilui¢ces do extrato (0,016-8,0
mg/mL), e os resultados lidos em espectrofotdmetro. MIC100 é definida como a concentragdo onde houve 100%
de inibicdo do crescimento da bactéria, e MBC100 como a concentracdo onde houve 100% de acdo bactericida,

em mg/mL.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS A CAMPO

O experimento a campo foi realizado em uma propriedade rural (latitude: 10°24°12.7°°S
e Longitude: 39°17°36.3""W) no municipio de Monte Santo no estado da Bahia. A propriedade
dedica-se a caprino e ovinocultura de forma extensiva e ofereceu-se espontaneamente para

manutenc¢do dos animais durante o periodo experimental.

6.4.2 ANIMAIS

Foram usados 28 ovinos sem raca definida de ambos 0s sexos que apresentavam sinais
clinicos de linfadenite caseosa superficial. Estes animais foram levados para a propriedade 15
dias antes do dia do inicio do experimento a fim de acondicionamento local e para serem
vermifugados com vermifugo a base de albendazol na proporcdo 3,5mg/Kg por via oral.
Durante estes 15 dias e ao longo do periodo experimental, a dieta foi composta de pasto de
capim buffel com uma suplementacédo diaria de silagem de milho juntamente com concentrado
de farelo de soja e milho moido, além de sal mineral e 4gua ad libitum.

Os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos e foram identificados com
brincos de cores diferentes, sendo um grupo controle (Grupo 1) com 15 animais que foi tratado
apos a cirurgia de extracdo de lesdes de linfadenite caseosa com tintura de iodo a 10%, e o
grupo teste (Grupo 2), com 13 animais, que foi tratado com a pomada a base de propolis verde.
Para a colocagéo dos brincos, foi utilizado unguento cicatrizante e repelente junto aos brincos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais em Experimentagio

da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFBA, sob o numero de protocolo 89/2017.

6.4.4 OBTEN(;AO DO EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS

Os extratos de propolis foram preparados de acordo com o descrito por [10]. Foram
adicionados 15 mL de etanol (80%) a 2 g de prdpolis. A extracdo ocorreu em uma temperatura
de 70 ° C durante 30 minutos sob agitacdo constante em uma incubadora Shaker (MA 420 /
MARCONI-Brasil), com rotacdo de 710 rpm. Em seguida, centrifugou-se o extrato (Centrifuga
SIGMA 2-16 KL) a 8800 rpm durante 11 min a 5 ° C. No final da centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para um recipiente de 50 mL e foram adicionados 10 mL de etanol
(80%) ao residuo do tubo, onde a centrifugacdo foi repetida. Os sobrenadantes foram

homogeneizados e mantidos a 50 ° C até estarem completamente secos. Em seguida, 0s
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extratos foram armazenados em tubos cobertos com folha de aluminio em condigdes

atmosféricas inertes (N2), a fim de evitar a degradacéo do material.

6.4.5 TERAPEUTICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO POS-OPERATORIO

Foram comparados os tratamentos com tintura de iodo a 10% (Pinus®) e a pomada de
prépolis verde formulada na Escola de Farmacia da UFBA, em Salvador- BA. A composi¢do
dessa pomada é baseada em 0leos e gorduras naturais e em extrato de propolis verde, mas as
quantidades exatas de seus componentes ndo serdo reveladas neste trabalho devido ao fato de

que a formulagdo sera submetida a pedido de deposito de patente.

6.4.6 TRATAMENTO CIRURGICO E POS-CIRURGICO

No dia zero do experimento, foi feita uma tricotomia na regido do linfonodo superficial
entumecido com a devida assepsia posterior com alcool a 70% em todos 0s animais e com
laminas descartaveis. Apos essa tricotomia, foi realizada uma incisdo vertical de 2,0cm com
uma lamina de bisturi n°® 4 descartavel para a retirada do contetido caseoso do linfonodo, a qual
foi acondicionado em coletores estéreis com a identificacdo do animal (Figura 11). Esses
coletores foram colocados em refrigeracdo e encaminhados ao Laboratério de Imunologia do
Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA), a fim de
confirmar a presenca da bactéria C. pseudotuberculosis através de exames microbiolégicos.

Nos animais do grupo 1, apés a drenagem do contetido caseoso do linfonodo, foi feita a
limpeza interna deste linfonodo com gaze estéril embebecida com tintura de iodo a 10%
utilizando uma pinca dente de rato 14 cm. No grupo 2, a limpeza interna foi realizada com
solucdo fisiologica e posteriormente a cavidade foi preenchida com a pomada a base de
prépolis verde. Nos dois grupos, apds o tratamento, foi aplicado spray larvicida como repelente
ao redor do linfonodo tratado. O tratamento pds cirurgico foi realizado uma Unica vez, no dia

zero, em ambos o0s grupos (Figura 12).

6.4.7 COLETA DE SANGUE
Antes do procedimento cirdrgico do primeiro dia e com repeticdo semanal durante dois

meses foi feita a venopuncéo jugular para retirada de sangue de cada animal. Foram coletados
10 mL de sangue em tubo tipo Vacutainer® sem anticoagulante, para posterior obtencédo de soro

através de centrifugacao a 4000 rpm por 10 minutos e acondicionamento sob refrigeracéo.
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Figura 11. Procedimentos cirdrgicos utilizados nos animais desse experimento. Tricotomia prévia do local
(A), medicdo (B), incisdo (C) e retirada e coleta do contelido caseoso para avaliagdo microbioldgica (D).

V:‘
Figura 12. Procedimentos pds-cirirgicos. Aplicacdo da pomada de propolis verde apés retirada do material

caseoso e limpeza da cavidade (A), e spray larvicida ao redor do tratamento com iodo 10% (B).
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6.4.8 AVALIACAO SOROLOGICA
Os soros dos animais foram submetidos a avaliagcdo imunoldgica através do método de
ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-C. pseudotuberculosis seguindo o protocolo

desenvolvido por [39].

6.4.9 AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS

Antes do procedimento cirargico e depois semanalmente por dois meses, foram feitas
avaliacBes clinicas nos animais, onde foram observados escore corporal, frequéncia
respiratoria, frequéncia cardiaca, temperatura retal (em graus Celsius), grau de anemia através
de avaliacdo da conjuntiva, grau de hidratacdo através do teste de turgor cutdneo , e avaliacdo
por palpacédo de outros linfonodos superficiais. Também foram medidas as cicatrizes das lesGes

com o0 uso de uma régua além da presenca de secre¢do e umidade no local.

6.4.10 EXAMES BIOQUIMICOS PARA ANALISE DAS FUNGCOES HEPATICAS E
RENAIS

Os componentes séricos dos animais desse experimento foram avaliados através de
analises de bioquimica clinica comercias foram acido Urico, ureia, creatinina, acido Urico,
proteinas totais, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST). A Tabela
2 mostra as andlises que foram realizados, suas metodologias e respectivas referéncias. Estes
exames foram realizados no LABMUNO do ICS da UFBA.

Componente Nome do Kit utilizado  Marca Metodologia
Ureia Ureia CE Labtest®  Enzimatico colorimétrico
Ac. Urico Acido Urico Liquiform  Labtest®  Enzimatico colorimétrico
Creatinina Creatinina Enzimatica  Labtest®  Enzimatico colorimétrico
Proteinas Totais Proteinas Totais Labtest® Biureto
Alanina
aminotransferase ALT/GPT Liquiform  Labtest® Cinética UV-IFCC
(ALT) VET
Aspartato
aminotransferase AST/GOT Liquiform  Labtest® Cinética UV-IFCC
(AST)

Tabela 2. Kits comerciais e metodologias empregados na mensuracao de componentes séricos.
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6.4.11 ANALISE DA SUSCEPTIBILIDADE DE ISOLADOS DE C. pseudotuberculosis A
PROPOLIS VERDE

As amostras coletadas durante o procedimento cirargico de exérese foram submetidas a
cultivo em um meio de agar sangue para isolamento da C. pseudotuberculosis. Apos a
confirmacéo da espécie dos isolados, realizou- se os testes baseado em Concentracdo Inibitdria
Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida Minima (MBC). Para isolamento, o material dos
granulomas retirados dos animais doentes foi semeado em agar sangue suplementado com 5%
de sangue de ovino. As placas com o agar foram incubadas em estufa (2% de CO2) durante 48
h a 37°C. As coldnias isoladas foram caracterizadas macroscopicamente, coradas pelo método
de Gram e também foi observada a formacdo de pelicula na superficie em caldo BHI. A
identificacdo final dos isolados foi feita através de testes bioquimicos, tais como as provas de
producdo de catalase, de fermentacdo de carboidratos, deproducéo de urease e de motilidade.

Para avaliar a MIC e MBC, o extrato etandlico de prépolis verde foi diluido em DMSO,
com concentragdo maxima de 1% ap06s as diluicdes seriadas. Foram testadas as concentracdes
no intervalo de 0,016 a 8 mg/mL. Também foi realizado o controle do diluente. A metodologia
da MIC foi realizada de acordo com Norman et al [40], com algumas modificacBes. Os
isolados clinicos foram crescidos em caldo BHI acrescido de Tween a 0,1% a 37°C por 24h
horas. Ap6s 24 horas, cada isolado clinico foi diluido em caldo BHI para alcancar, em
espectrofotdmetro, uma densidade Optica de 0,08-0,10 no comprimento de onda de 600 nm
(opticamente comparavel a solucdo padrdo McFarland de 0,5). Cada suspensdo possuia
aproximadamente 3 x 108 UFC/mL de C. pseudotuberculosis. Em seguida, as suspensdes foram
imediatamente diluidas em caldo BHI para obter uma concentragdo de 1x10° UFC/mL. Para
atingir uma concentracéo final de 5x105 UFC/mL nos pogos da placa de cultivo, cada pogo foi
inoculado com 100 pL do indculo e 100 pL. de solugdo contendo o extrato de prépolis verde.
As placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas.

A MIC100 foi definida como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de impedir
totalmente o crescimento microbiano em 48 horas. A partir dos pocos do ensaio de
determinacéo da MIC retirou-se uma aliquota de 20 pL, a qual foi inoculada na superficie do
agar BHI. As placas foram incubadas a 37°C (2% de CO2) e, apds 48 horas, foi definida a
MBC100, como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de causar a morte bacteriana

total. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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6.4.12 ANALISES MATEMATICAS E ESTATISTICAS

Todos os dados obtidos foram inseridos no software EXCEL (Microsoft Office 2010,
Microsoft Corporation, Redmond, Washington) para a realizacdo das analises iniciais. Os
valores foram entéo repassados para o0 programa estatistico GraphPad Prism v.6 para realiza¢do
das analises estatisticas. Foram usados o test “t” de Student para avaliacdo de diferencas
significativas entre as médias area da ferida cirdrgica, médias de DO (densidade optica) na
avaliacdo sorologica, frequéncias cardiaca, respiratéria, temperatura corpérea, e valores de
bioquimica clinica. O teste de odds ratio foi utilizado para cerificar a existéncia ou ndo de
diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos no que tange a presenca de umidade ou
secrecdo purulenta nas feridas cirdrgicas. O teste de Wilcoxon, foi usado para comparar as

curvas de animais com cicatrizacdo completa em cada grupo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A pomada a base de propolis verde sugerida no presente estudo como tratamento pds-
cirargico para a linfadenite caseosa se mostrou eficaz, pois grande parte dos isolados
bacterianos foi sensivel a propolis verde, e os pardmetros de cicatrizagdo e clinicos
demonstraram bom processo cicatricial e auséncia de efeitos colaterais, além e ndo ter tido
efeito na resposta imune especifica do animal. A presente proposta se enquadra no proposito de
terapéutica na producdo orgénica. Futuros experimentos envolvendo uma pomada com
melhorias em sua composicdo podem revelar resultados com melhor distingdo com relacéo ao

tratamento convencional.
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