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RESUMO

Os adjuvantes imunolégicos sdo substancias capazes de induzir ou
aumentar as respostas imunoldgicas inatas e/ou adaptativas. A propolis foi
comprovada por alguns pesquisadores como sendo uma substancia
imunoestimulante por possibilitar um incremento na producdo de anticorpos em
funcdo do seu potente efeito em diferentes células do sistema imune inato. No
entanto, para o0 seu uso como adjuvante na producdo de vacinas, muitas
pesquisas ainda devem ser feitas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
capacidade imunomoduladora dos extratos aquosos de propolis marrom
guando associados com as vacinas vivas com antigenos multiplos.
Camundongos Swiss Mus musculus) foram vacinados com duas doses de
uma vacina comercial polivalente atenuada. Foram testadas trés contracdes
diferentes da vacina com e sem propolis. Trinta dias apés a segunda
vacinacéo, foi realizada a coleta de sangue. A titulacdo de anticorpos contra o
parvovirus canino foi realizada pela técnica de ELISA indireto. Os grupos que
receberam as concentracdes mais altas da vacina (1,5x10° e 3x10° TCDlkyo)
acrescidas de 400 pg de propolis apresentaram incremento significativo na
resposta imune humoral quando comparados aos grupos que receberam as
mesmas doses da vacina sem propolis. Esse resultado vem confirmar que a
propolis marrom possui efeito adjuvante, justificando assim as pesquisas nessa
area.

1.INTRODUCAO

A utilizacdo de vacinas é uma pratica comum na prevencao de doencas
e minimizacdo dos sinais clinicos causados por infeccbes e agentes
parasitarios em humanos e animais (Singh & O’hagan, 2002). No entanto,
muitas vacinas requerem a associagcdo com substancias adjuvantes que,
combinadas ao antigeno, incrementam a sua imunogenicidade, potencializando
as respostas imunes celular e humoral (Barr et al.,, 2006). Os adjuvantes
imunolégicos também podem ser usados para prolongar a resposta imune e
estimular a imunidade de mucosa. Embora muitas substancias tenham sido
avaliadas quanto a sua capacidade adjuvante, em geral a produgéo de vacinas
continua dependente do uso de sais de aluminio (Leclerc, 2003) ou emulsdes
oleosas, especificas para vacinas de uso veterinario (Jansen et al., 2006).

A prépolis € um material resinoso produzido pelas abelhas e que
apresenta atividade biologica contra virus, bactérias, fungos, protozoarios e
células tumorais (De Castro, 2001). Esse produto natural também se comporta
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como agente analgésico e antiinflamatorio (De Campos et al., 1998). Mesmo
com a demonstracdo da atividade imunomoduladora (Orsi et al., 2000; Fischer
et al., 2007a), muitos mecanismos de acéo ainda séo desconhecidos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
imunomoduladora dos extratos aquosos de prépolis marrom quando
associados com vacinas vivas com antigenos multiplos, comumente utilizados
na imunizacdo de caninos. O modelo biolégico utilizado foi o camundongo,
avaliando-se parametros da resposta imune humoral, através da determinacao
de titulos de anticorpos contra parvovirus canino.

2. MATERIAIS E METODOS
Extrato aquoso de prépolis marrom

A prépolis marrom foi obtida da Apis Nativa Produtos Naturais Indastria e
Comércio Ltda e armazenada a -20°C. O extrato aquoso foi obtido seguindo-se
metodologia conhecida e apoés liofilizado (Edwards High Vaccum, nimero de
série 143). O liofilizado foi suspenso em meio de cultivo celular Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM, SIGMA, EUA) a uma concentracdo de 100 mg/ml e
filtrado em filtro milipore.

Vacinas e inoculacdes

A avaliacdo das propriedades adjuvantes do extrato aquoso da prépolis
marrom foi feita através da associacdo com uma vacina comercial viva com
antigenos mdltiplos, utilizada para caninos. Essa vacina contém 0s virus vivos
da cinomose, hepatite infecciosa dos cées, adenovirus canino tipo 2,
parainfluenza e parvovirus canino liofilizados, além do concentrado lisado de
Leptospira canicola e Leptospira icterohaemorrhagiae. Esse liofilizado foi
ressuspendido em um diluente que contém o antigeno de coronavirus,
inativado por irradiacdo ultravioleta. No entanto, os parametros analisados
nesse experimento foram apenas em relacdo ao antigeno parvovirus.

Nesse estudo, foram usados 80 camundongos Swiss (Mus musculus),
fémeas, soronegativos para o parvovirus canino (CPV) através do teste de
ELISA. O fornecimento de agua e racdo foi ad libitum, em ambiente com
temperatura controlada. Esse experimento contou com oito grupos de dez
animais, divididos aleatoriamente. Os grupos 1 e 2 foram o0s controles
negativos, sendo as inoculacdes feitas com DMEM e DMEM mais 400 ug de
prépolis marrom, respectivamente. Ja os grupos 3, 4 e 5 receberam apenas
vacina comercial nas doses 0,75x10° 1,5x10° e 3x10° TCDly (doses
infectantes para 50% dos cultivos celulares / 25 pl), respectivamente.
Enquanto, os grupos 6, 7 e 8 receberam diferentes doses da vacina (0,75x10°,
1,5x10° e 3x10° TCDIsy, respectivamente) acrescida de 400 pg de prépolis
marrom. Foram realizadas duas inoculacdes em intervalos de trinta dias (dia O
e 30), a via de aplicacao foi a subcutanea na regido pré-escapular. A utilizacao
dos modelos biolégicos foi aprovada pela comissdo de ética em
experimentagdo animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel).

Sorologia



Amostras individuais de soro foram coletadas, trinta dias apds a
segunda inoculacdo, e mantidas a -70°C até o momento da titulacdo dos
anticorpos. Os anticorpos contra o CPV foram titulados através do teste de
ELISA indireto, de acordo com o método descrito por Voller et al (1978), com
pequenas adequacbes. Resumidamente, placas de poliestireno contendo 96
cavidades foram sensibilizadas com CPV, diluido 1:1000 em tampdo
carbonato, pH 9,6. Apés um periodo de 12 horas de incubacéo a 4°C, foram
acrescidos os soros dos camundongos, em duplicata, diluidos em solugéo
salina tamponada com Tween 80 (PBS T80). As diluicdes foram de 1:50 até
1:6400. Foram adicionados controles positivos (soro obtido de hiperimunizacao
de camundongos com CPV) e negativos (soro de camundongo ndo inoculado)
para cada placa. Na sequéncia foi colocado o conjugado de cabra anti-
imunoglobulina de camundongo, marcado com peroxidase. A solucdo
cromoégena foi, entdo, preparada, adicionada as placas e essas incubadas no
escuro por 10 minutos. As placas foram, entdo, levadas até o leitor de ELISA e
a leitura foi realizada em comprimento de onda de 450 nm para analise da
absorbancia.

Anélise Estatistica

Os titulos de anticorpos foram comparados usando analise de variancia
(ANOVA). O teste de Tukey foi realizado para determinar diferencas
significativas (p<0,05) entre as médias de cada tratamento, usando programa
SAS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média + desvio padrao do titulo de anticorpos (em absorbancia) de
cada tratamento esté representada na Figura 1. Como era esperado, 0S grupos
3, 4, 5, 6, 7 e 8 diferiram significativamente em relacdo aos grupos 1 e 2,
controles. O grupo 6, que foi inoculado com 0,75x10° TCIDsy da vacina
acrescida de 400 pg de propolis marrom, ndo diferiu significativamente do
grupo 3, que recebeu a mesma dose de antigeno, porém sem propolis. No
entanto, os grupos 7 e 8 apresentaram incremento significativo (p<0,05) na
resposta imune humoral quando comparados aos grupos 4 e 5,
respectivamente. Esses grupos receberam diferentes doses da vacina
comercial, enquanto aqueles receberam vacina acrescida de 400 pg de
propolis marrom. Esses resultados sugerem melhor desempenho dos
tratamentos com prépolis. Além disso, o fato do grupo 6 nao ter diferido
significativamente do grupo 3, permite concluir que o efeito adjuvante da
prépolis marrom pode estar relacionado a dose do antigeno.
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Figura 1. Média + desvio padrdo da densidade optlca na diluicdo 1:50. (A)
comparagao entre controles (T1 e T2), grupo que recebeu 0, 75x10° TCIDso(T3) e grupo com
0,75x10° TCIDsg mais 40 pg de propolis marrom (T4). (B) comparagao entre controles (T1 e
T2), grupo que recebeu 1, 5x10° TCIDso(T4) e grupo com 1, 5x10° TCIDsg mais 40 ug de propolis
marrom (T7). (C) comparacédo entre controles (T1 e T2), grupo que recebeu 3,0x10° TCIDgo(T5)
e grupo com 3,0x10° TCIDsg mais 40 pg de propolis marrom (T8). Resultados determinados por
ELISA, 30 dias apés a segunda inoculacao.

O efeito adjuvante da prépolis verde ja foi comprovado em outros
experimentos que utilizaram vacinas inativadas. Segundo Fischer et al.,
(2007a), os extratos etandlicos da propolis verde incrementam a resposta
imune humoral de bovinos, quando associados com vacina oleosa inativada
contra o herpesvirus bovino tipo 5, demonstrando acao adjuvante. Além disso,
guando estes pesquisadores imunizaram camundongos com uma vacina
inativada contra o herpesvirus suino tipo 1, acrescida de hidroxido de aluminio
ou hidréxido de aluminio e propolis, observouse 0 incremento na resposta
imune celular dos animais que receberam a vacina contendo propolis (Fischer
et al, 2007b). Apesar de estes estudos indicarem a capacidade
imunomoduladora da propolis associada a antigenos inativados, os efeitos do
acréscimo da propolis marrom a vacinas vivas e a vacinas com antigenos
multiplos permaneciam desconhecidos.

4. CONCLUSAO
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Esse estudo demonstrou que os extratos aquosos de propolis marrom
incrementam a resposta imune humoral contra o CPV, quando acrescentados a
vacinas vivas com antigenos multiplos nas doses de 1,5x10° e 3x10° TCID s,
mostrando efeito adjuvante.

Tendo em vista os beneficios que o uso de adjuvantes obtidos a partir
de substancias naturais pode trazer a vacinologia, outras pesquisas ja estao
sendo realizadas no Laboratério de Virologia e Imunologia da UFPel. Estéo
sendo avaliados os efeitos imunomoduladores da prépolis marrom e da
propolis verde em relacdo a imunidade humoral e celular contra diferentes
antigenos.
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