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RESUMO

FERREIRA, Lilian das Neves. Capacidade imunomoduladora de extratos
etandlico de propolis verde e aquoso de prépolis ma rrom em camundongos
inoculados com antigenos mudltiplos. 2009. 58f. Dissertacao (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas. Orientadora: Silvia de Oliveira Hiuibner. Co-orientador: Geferson Fischer.

As vacinas com antigenos mudltiplos tém representado um grande avango na
imunizacdo de animais de companhia e de producéo, ja que aliam economias de
tempo, custo, manejo e estresse. No entanto, a eficiéncia dessas vacinas tem sido
por vezes questionada e a escolha de um adjuvante adequado pode significar um
avanco nas imunizagfes multiplas. Nesse contexto, a prépolis, que vem chamando a
atencdo de muitos pesquisadores devido as suas propriedades bioativas, surge
como uma possivel candidata, pois muitas pesquisas vém demonstrando suas
atividades moduladoras sobre o sistema imune humoral e celular. Como estudos ja
demonstraram atividade adjuvante em vacinas inativadas e monovalentes, mas
ainda ndo existem relatos sobre sua agdo em vacinas mdultiplas e atenuadas, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade imunomoduladora de extratos
etandlico de propolis verde e aquoso de prépolis marrom, contra o parvovirus canino
(CPV) atenuado e o coronavirus canino (CCoV) inativado, quando associados com
uma vacina composta por antigenos multiplos. A prépolis verde estimulou a
producdo de anticorpos contra o CPV nos animais inoculados com a maior
concentracdo dos antigenos (3,0x10° TCIDsg) co-administrados com 400 ug de seu
extrato etandlico. A adicdo de 400 pg/dose de extrato aquoso de prépolis marrom a
diferentes concentracdes dos antigenos comerciais (0,75, 1,5 e 3,0 x 10 TCIDsp)
incrementou a resposta imune humoral contra o CPV em todos os grupos. Com
relacdo ao CCoV, a titulagcdo dos anticorpos nao revelou atividade adjuvante da
propolis verde, no entanto foi verificado aumento na resposta humoral nos animais
inoculados com 1,5 e 3,0x10° TCIDs, dos antigenos co-administrados com extrato
aguoso de propolis marrom. A resposta celular foi avaliada pela expressdo de RNA
mensageiro (MRNA) para interferon gamma (INF-[1), revelando que a prépolis verde
nao apresentou acdo imunoestimulante, jA a propolis marrom incrementou a
producdo dessa citocina contra CPV nos animais inoculados com 0,75 e 3,0x10°
TCIDsp dos antigenos. A producdo de INF-[1 especifico para CCoV revelou
propriedade imunoestimulante da prépolis verde nas concentracdes de 0,75 e 3,0
x10° TCIDs, dos antigenos e da propolis marrom na dose de vacina de 3,0x10°
TCIDso. Os resultados apresentados nesse estudo demonstraram que o0 extrato
etandlico de propolis verde incrementou a resposta humoral contra o CPV e a celular
contra o CCoV. Ja o extrato aquoso de prépolis marrom apresentou atividade
adjuvante sobre as respostas imunes humoral e celular, contra o CPV atenuado e o



CCoV inativado, quando incorporado a uma vacina multipla. O uso da propolis pode
contribuir para a eficacia de vacinas multiplas devido a atividade estimulante tanto
sobre a resposta imune humoral como celular, justificando mais pesquisas nessa
area.

Palavras-chave: prépolis, vacinas multiplas, sistema imunolégico, imunomodulacgéo,
adjuvante.



ABSTRACT

FERREIRA, Lilian das Neves. Immunomodulatory capacity of ethanolic extract

of green propolis and aqueous extract of brown prop olis in mice inoculated
with multiple antigens. 2009. 58f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-
Graduacdo em Veterindria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. Orientadora:
Silvia de Oliveira Hubner. Co-orientador: Geferson Fischer.

The vaccines with multiple antigens have represented a major advance in the
immunization of pets and production animals, since they represent economies of
time, cost, and stress. However, the efficiency of these vaccines have sometimes
been questioned and the choice of an appropriate adjuvant can mean a breakthrough
in multiple immunizations. In this context, propolis, which is drawing the attention of
many researchers due to its bioactive properties, emerges as a possible candidate,
because many studies have demonstrated its stimulating activity on the humoral and
cellular immune system. As studies have shown adjuvant activity in inactivated and
monovalent vaccines, but there are no reports on its action on multiple and
attenuated vaccines, this study aimed at evaluating the immunomodulatory capacity
of ethanolic extract of green propolis and aqueous extract of brown propolis, against
attenuate parvovirus canine (CPV) and inactivated canine coronavirus (CCoV), when
associated with a vaccine composed of multiple antigens. Green propolis stimulated
the production of antibodies against CPV in animals inoculated with the highest
concentration of antigen (3.0 x10° TCIDsy) co-administered with 400 mg/dose of its
ethanolic extract. The addition of 400 mg/dose of aqueous extract of brown propolis
to different concentrations of commercial antigens (0.75, 1.5 e 3.0 x 10 TCIDsp)
increased the humoral immune response against CPV in all groups. Regarding
CCoV, green propolis showed no adjuvant activity. Already titration of the antibodies
showed an increase in animals inoculated with 1.5 and 3.0 x10° TCIDs, of antigens
co-administered with aqueous extract of brown propolis. The cellular response was
assessed by the expression of messenger RNA (mRNA) for interferon gamma (INF-
1), revealing that the green propolis showed no adjuvant activity, while the brown
propolis increased the production of this cytokine against CPV in animals inoculated
with 0.75 and 3.0 x10° TCIDs, of antigens. The production of INF-[ specific to CCoV
revealed properties immunostimulating agent of green propolis in concentrations of
0.75 and 3.0 x10° TCIDs, of antigens and of brown propolis at a dose of vaccine of
3.0 x10° TCIDso. The results presented in this study demonstrated that the ethanol
extract of green propolis increased humoral response against CPV and cellular
response against CCoV.And the aqueous extract of brown propolis has adjuvant
activity on the humoral and cellular immune responses against the attenuated CPV
and inactivated CCoV, when incorporated into a multiple vaccine. The use of propolis



may contribute to the effectiveness of multiple vaccines due its stimulating activity to
both the humoral and cellular immune responses, which justifies more research in
that area.

Key-words: propolis, vaccine with multiple antigen, immunological system,
immunomodulation, adjuvant.
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1 INTRODUCAO

A vacinacéo foi comprovada ser a forma mais efetiva de controlar doencgas
infecciosas. Erradicacdo da variola do mundo, eliminacdo da colera suina e da
brucelose da América do Norte, e, controle da aftosa sdo exemplos dos beneficios
da utilizacdo de vacinas efetivas. Desde o surgimento das primeiras vacinagoes
realizadas por Jenner e Pasteur nos séculos XVIII e XIX (Bazin, 2003) até os dias
atuais, houve uma grande evolucdo no desenvolvimento de vacinas. As vacinas
tradicionais sdo compostas de patégenos vivos atenuados, de organismos inteiros
inativados ou de toxinas bacterianas inativadas. A unido desses antigenos em uma
Gnica vacina deu origem a chamada vacina multipla, que alia economia de custo,
menor estresse, otimiza manejo e tempo, pois uma aplicacdo seria capaz de
estimular o sistema imune contra varios microorganismos ao mesmo tempo. No
entanto, com o surgimento dessa modalidade de imunizacdo, também surgiram
guestionamentos sobre a eficacia dessas vacinas e possiveis riscos a saude
(Phillips et al. 1989; Strasser et al. 2003), apesar dos fabricantes garantiram eficacia
e inocuidade. Em uma pesquisa realizada por Hass et al. (2008) a analise de niveis
de anticorpos contra cinomose canina (CDV) revelou que a maioria dos caes
vacinados, 60,2% (48/80), ndo apresentava anticorpos ou apresentava em baixos
titulos. Além disso, cdes ndo vacinados ou animais com histérico de vacinagéo
desconhecida apresentaram anticorpos em niveis protetores, sugerindo a ocorréncia
de imunizacéo devido a exposicao natural. Também foi avaliada a imunidade contra
0 parvovirus canino (CPV), sendo constatada presenca de titulos de anticorpos =80
em 93,7% (75/80) dos caes vacinados, 90,9% (20/22) entre os n&o vacinados e
83,3% (85/30) nos animais com histérico de vacinacdo desconhecidos. A néo
diferenca de imunidade entre os grupos evidencia que a imunidade instalada se

deve mais a re-exposi¢cdes naturais do que a vacinacdo (Hass et al. 2008). Os
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resultados obtidos nesse trabalho podem indicar, entre outros fatores, que as
vacinas multiplas para caninos no Brasil ndo estdo sendo eficientes.

A escolha de um adjuvante mais adequado pode indicar um avanco nas
imunizagdes multiplas, j& que muitas vezes nao € possivel 0 uso de altas doses de
antigenos, pois acarretaria em um volume muito grande de vacina ou na
interferéncia de um virus na atividade de outro (Krakowka et al. 1982). A maioria das
vacinas esta atrelada aos adjuvantes classicos, como sais de aluminio e emulsdes
oleosas, que funcionam como adjuvantes de depdsito promovendo uma liberacao
lenta do antigeno e estimulando, dessa forma, o sistema imune por mais tempo
(Aguilar e Rodriguez, 2007). Contudo, muitas vacinas ndo necessitam desse sistema
de entrega, como € o caso das vacinas atenuadas, ja que 0s antigenos permanecem
com capacidade de replicagdo no organismo hospedeiro. Isso nao significa que
essas vacinas nao necessitem de substancias que possam auxilia-las no estimulo a
uma resposta imune mais eficiente.

A propolis utilizada pelas abelhas na protecéo da colméia (Pereira et al. 2002;
Marcucci, 1996) surge também como um produto capaz de proteger o organismo
contra agentes invasores (Orsi et al. 2000; Fischer et al. 2005) e modular o sistema
imune (Hu et al. 2005; Song et al. 2002; Sy et al. 2006; Fischer et al. 2007a, 2007b).
Essa atividade imunomoduladora tem chamado a atencdo de muitos pesquisadores
e, em especial, da nossa equipe de pesquisa no laboratério de virologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Experimentos do nosso grupo
constataram atividade adjuvante da propolis quando incorporada a vacinas
monovalentes e inativadas (Fischer et al. 2007a, 2007b). No entanto, a acédo da
propolis, incluindo a influéncia sobre o sistema imune, esta ligada a sua composicao
quimica complexa, com mais de 300 substancias ja identificadas (De Castro, 2001),
e variavel com relacdo a ecologia da flora de cada regido visitada pelas abelhas
(Bankova et al. 2000; Park et al. 2002). No Brasil, a prépolis verde é produzida
exclusivamente a partir de uma planta nativa da regido sudeste, conhecida
popularmente como alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) (Park et al. 2002),
enquanto para a propolis marrom ha uma grande diversidade vegetal para retirada
de resina, o que dificulta a correlacdo da propolis com a fonte produtora. Essa
variabilidade quimica associada a diferentes protocolos de extracdo dessas

substancias e adocdo de metodologias distintas influencia na bioatividade da
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propolis, o que leva muitas pesquisas a apresentarem resultados controversos
(Fischer et al. 2008).

Tendo em vista a diversidade de amostras de propolis brasileira e o seu
potencial efeito imunoestimulante, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
capacidade imunomoduladora de extratos etanodlicos de propolis verde e extratos
aguosos de prépolis marrom, quando associados com uma vacina composta por
antigenos multiplos, através da mensuracdo de parametros da resposta imune

humoral e celular em relac&o ao parvovirus canino e coronavirus canino.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral
- Estimar a capacidade imunomoduladora de extratos etanolico de propolis
verde e aguoso de propolis marrom, quando associados, de forma isolada, a vacina

com antigenos multiplos.

Objetivos Especificos

- Estimar o efeito dos extratos de propolis verde e marrom sobre a resposta
imune humoral de camundongos através da titulacdo de anticorpos para 0s
antigenos CPV e CCoV.

- Estimar o efeito da propolis verde e marrom sobre a resposta imune celular

através da expressdo de mRNA para IFN-y .



3 ARTIGO 1
PROPOLIS: ATIVIDADE SOBRE O SISTEMA IMUNOLOGICO

Submetido a Revista Brasileira de Farmacognosia
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Prépolis: atividade sobre o sistema imunolégico

Lilian das Neves Ferreiral, Geferson Fisch&ilvia de Oliveira Hiibner:

1 Laboratodrio de Virologia e Imunologia, Faculdai#eVeterinaria, Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), CP 354, 96010-900 Pelotas, RSjlBra
2 Centro de Ciéncias Basicas da Saude, Universidedieral do Rio Grande do Sul (UFRGS),

Rua Sarmento Leite, 500, 90050-170, Porto Aleg&, Rasil.

Resumo

A propolis é uma substancia natural formada poa umstura complexa de materiais
resinosos e balsamicos coletados pelas abelhagedentes partes das plantas, sendo usada
para protecdo da colméia. Na medicina popular,sielm usada desde 300 aC devido as suas
propriedades terapéuticas, e hoje em dia, em ufrddede de preparacbes, como géis,
solugcbes, saches, em funcdo das suas propriedadesépicas, antiinflamatérias e
cicatrizantes. A propolis possui uma composicaoptera, com mais de 300 substancias ja
identificadas, que estdo associados a atividadegrais, bactericidas, anticarcinogénicas,
antiinflamatoérias, imunomoduladoras, entre outEssa vasta composicdo quimica € variavel
e esta intimamente relacionada com a ecologiaota fle cada regido visitada pelas abelhas,
o que aliado a diferentes metodologias adotadagstados cientificos leva muitas pesquisas
a apresentarem resultados controversos. O objeégse artigo foi revisar as variadas acoes
da prépolis sobre o sistema imune inato e adquirr@égsaltando seu potencial efeito

adjuvante em vacinas.

Palavras-chave: imunomodulagéo, sistema imuneyalje, vacina.

! Autor para correspondéncia: e-méllannf@gmail.com tel.: +55 53 32322791; fax: +55 53 32757498.
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Propolis: activity on the immune system

Abstract

Propolis is a natural substance formed by a compiiexure of balsamic and resinous
material collected by bees from different partplaits, being used to protect the hive. In folk
medicine, has been used since 300 BC due to itapteetic properties, and today, in a myriad
of preparations such as gels, solutions, creamis @moperties anti-septic, anti-inflammatory
and healing. Propolis has a complex compositionh vmore than 300 substances already
identified that are associated with antiviral, leaicidal, anti-tumor, anti-inflammatory,
immunomodulatory, among others activities. Thist\@eemical composition is variable and
is closely related to the ecology of the flora atle region visited by bees, which combined
with different methodologies adopted in scientifesearch generate controversial results in
many experiments. The aim of this article was twoem the different actions of propolis on

the innate and acquired immune system, highlighteigotential adjuvant effect in vaccines.

Key-words: propolis, immunomodulation, immune sgstadjuvant, vaccine.

Introducéo

A palavra propolis € derivada do gregwo-, em defesa, epolis-, cidade ou
comunidade, isto €, em defesa da comunidade (Rextedl., 2002)Essa substancia natural é
formada por uma mistura complexa de materiais ossm e balsdmicos coletados pelas
abelhas de diferentes partes das plantas, tais gathos, cascas, brotos e exsudato resinoso.
Além disso, na colméia as abelhas alteram estatéswdias através da adicdo de produtos do
seu metabolismo, como a enzima salf-glicosidase (Castaldo; Capasso, 2002; Park et al.,

2002). As abelhas a utilizam para selar a colnrégstir paredes internas, cobrir insetos
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invasores e preparar o local para postura da abalhba (Marcucci, 1996). Na medicina
popular, a propolis tem sido usada desde 300 a@Ggipalmente como cicatrizante e no
tratamento de Ulceras. Seu emprego ja era desp®its assirios, gregos, romanos, incas e
egipcios. No antigo Egito (1700 aC) a usavam parbaésamar cadaveres, por conhecerem
suas propriedades anti-putrefativas (De Castrol;2@astaldo; Capasso, 2002; Sforcin,
2007). Na Africa do Sul, na guerra ao final do $&&X, foi amplamente utilizada devido as
suas propriedades cicatrizantes e na segunda guengial foi empregada em varias clinicas
soviéticas (Pereira et al., 200oje em dia continua sendo usada em uma infinidkde
preparacdes, como geéis, solucdes, saches, em fulagsuas propriedades anti-sépticas,
antiinflamatorias e cicatrizantes.

Apesar da sua utilizacdo desde os tempos mais esnuats civilizacbes gregas e
egipcias, somente nas ultimas décadas a compagpifdnca e as atividades biolégicas da
propolis tém sido mais intensamente avaliadas emdes de diversos pesquisadores. A
propolis possui uma composicdo complexa, com mai’0f substancias ja identificadas (De
Castro, 2001), das quais se destacam os polifdB@sCastro, 2001; Castaldo; Capasso,
2002), que estédo associados a atividades antigiFessher et al. 2005), bactericidas (Orsi et
al., 2000); anticarcinogénicas (Dusse et al. 2003; @rsodlal.2004); antiinflamatérias (Hu et
al., 2005; Song et al., 2002; Sy et al., 2006), imstiowilatorias (Fischer et al., 2007a, b),
entre outros. A maioria dos polifendis séo flavdesi acidos fendlicos e seus esteres,
aldeidos fendlicos e cetonas. Outros componentesapmlis incluem Gleos volateis e acidos
aromaticos, ceras, resinas, balsamos e grdos @®,pdd quais sao ricos em elementos
essenciais como magnésio, niquel, célcio, feria@mzDobrowolski et al., 1991). Essa vasta
composicao quimica é variavel e estd intimamengeiomada com a ecologia da flora de
cada regido visitada pelas abelhas (Bankova eR@DQ; Park et al., 2002). Na Europa,

América do Norte e oeste da Asia, a fonte domindet@répolis € o exsudato do botéo de
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alamo Populussp.) (Bankova et al., 2000). Entretanto, na AmédiceSul a espécie vegetal
do géneraPopulusndo é nativa e uma grande diversidade vegetaligadt pelas abelhas
para producao da propolis, dificultando a sua tagé® com a fonte produtora (Park et al.,
2002). No Brasil a amostra mais conhecida e estual@ropolis verde, produzida a partir da
resina coleta da planBaccharis dracunculifoliapopularmente conhecida coratecrim do
campo (Teixeira et al., 2005). Essa variabilidadenica associada a diferentes protocolos de
extracdo das substancias que compdem a prépdlisrnicfam na sua bioatividade, o que leva
muitas pesquisas a apresentarem resultados carstosv@-ischer et al.,, 2008). Contudo, o
valor da propolis para a medicina € incontestasahdo necessaria maior compreensao dos
mecanismos de a¢ao dos principais componentesyma fsolada e conjunta.

O objetivo desse artigo foi revisar as variadagagfa propolis sobre o sistema imune
inato e adquirido, ressaltando seu potencial etafovante, de forma a favorecer a medicina

preventiva.

Acéo da Propolis sobre a Resposta Imune Inata

Muitas pesquisas tém revelado que a propolis exeflo€ncia sobre o sistema imune
inato, principalmente em células especializadafageacitose e apresentacdo de antigenos, os
macrofagos (Song et al., 2002; Orsolic et al., 2@0®4; Hu et al 2005; Orsi et al., 2000,
2005). A acdo da propolis sobre essas células atmaieresse de imunologistas, visto que
estas sdo células chaves do sistema imune inajonsaveis por fagocitose, liberacdo de
enzimas, geracdo de radicais livres, participac@onoc mediadores nos processos
inflamatorios, apresentacdo de antigenos, entregasutuncées. A propolis estimula
macrofagos aumentando a capacidade fagociticacsecde citocinas, peroxido de oxigénio
(H20,) e 6xido nitrico (NO) (Orsi et al., 2000). Orsiagt (2005) constataram que amostras de

propolis do Brasil e da Bulgaria aumentaram de &osmynificativa a atividade bactericida de
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macrofagos contr&almonella typhimuriuratravés da elevacdo de metabdlitos como o NO e
peroxido de hidrogénio @®,), sem excluir o envolvimento de outros fatores.tr@u
pesquisadores também constataram que a sinteseetdddfitos como NO e JD, esta
atrelada a capacidade dos macréfagos de destmg;aocroorganismos (Orsi et,a@000) e
também de células tumorais (Dusse et al.,, 2003pli©ret al.,, 2004). O aumento no
metabolismo oxidativo € um forte marcador que niggte macréfagos ativados de nao
ativados, e, os intermediarios de oxigénig) @ercem atividade contra o parasita intracelular
Toxoplasma gonditantoin vitro comoin vivo. (Murray; Cohn, 1980).

O potencial anti-carcinogénico da propolis foi aglado quando macréfagos
peritoniais de camundongos tratados com derivadogsrdpolis soluveis em agua (WSDP),
acido cafeico (CA) ou éster feniletil do acido éade(CAPE) mostraram-se citotoxicos para
células tumorais (HeLah vitro. Essa citotoxicidade foi associada a uma maioduyy@o de
NO pelos macréfagos nos animais que receberam WSBRPE (Orsolic et al., 2004).
Orsolic e Basic (2003) comprovaram a atividade tamtral dos WSDP de amostras
brasileiras e croatas de propolis. Tal atividadeafdbuida a estimulagdo de macrofagos de
forma inespecifica e a um maior estimulo de linG&iCD8+. A capacidade antitumoral da
propolis também foi atribuida a estimulo sobrelaesltnatural killer” (NK), quando solu¢des
hidroalcoolicas de prépolis brasileira, adminisas@d camundongos pela via oral durante trés
dias, incrementaram a citotoxicidade das NK comihulas tumoraisn vitro. O exato
mecanismo de acdo sobre essas células permanemmiissdo. No entanto, os autores
acreditam que a prépolis possa ter estimulado rfeagwé a produzirem citocinas como TNF-
a e IL-12, as quais ativaram as NK (Sforcin et2002).

Em contrapartida, outros estudos constataram patenditério sobre macrofagos,
indicando beneficio no tratamento de varias patatodextratos etanolicos de propolis (EEP),

nas concentragbes de 12,5, 25 e 50 pg/mL, inibmaproducdo de NO por macréfagos
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estimulados com lipopolissacarideo (LPS) assocedtNF-1 (Song et al., 2002). Segundo
estes pesquisadores, os resultados revelaram ic@btantiinflamatério dos EEP, ja que os
metabolitos gerados pelos macrofagos podem caasasdeciduais e estarem relacionados a
doencas autoimunes e sintomas classicos de infeanr(@ysi et al.2000; Dusse et al., 2003).

O mesmo efeito também foi verificado por Hu et(2005), que demonstraram inibicdo na
producdo de prostaglandina E2 (Ri5E NO no exsudato de pleurisia, induzida por
carragenina. Também houve diminuicdo da reciprdeidantre PGEe NO e diminuicdo na
ativacao do "efeito domind" entre varias enzimague, por sua vez, poderia diminuir o grau
de uma reacaanflamatoria. Segundo Sforcin (2007) o maior ohst&em relacdo a propolis
nao reside na auséncia de sua padronizacdo, masmdatia de protocolos pré-estabelecidos
para 0s ensaios imunoldgicos, ja que 0s pesquissa@mnpregam variadas concentracdes da
propolisin vitro e in vivo,bem como diferentes extratos, periodos e viasioengstracao.

O incremento ou decréscimo na producao de NO@; Helos macrofagos parece
mesmo estar associado a concentracado e composigaomblis e protocolos de uso. Quando
macrofagos peritoneais de camundongos foram cdiivae estimuladosn vitro com
diferentes concentracdes de solugbes hidroalcgo(iealS) de prépolis, ndo foi observado
incremento na producdo de,® ou NO em qualquer tratamento com propolis. J& no
experimentan vivo foi constatado que os macréfagos peritoneais (ektgos com IFN- in
vitro) dos camundongos que receberam 250 e 500 pg/mH8e pela via oral, durante trés
dias consecutivos, produziram maisCd em relagdo aos macrofagos dos animais ndo
tratados com prépolis (p<0,001). Por outro lados macréfagos dos camundongos que
receberam 3000 e 6000 pg/mL de PHS houve inibigdlibaracdo de D, na presenca de
estimulo por INF-I (p<0,001) (Orsi et al., 2000). Ainda na pesquisdDdsi et al. (2000) foi
verificado também diminui¢do significativa na proda de NO nos animais tratados com

1000, 3000 e 6000 pg/ml de PHS, na presenca daubstpor INF<1. Ivanovska et al.
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(1995a) observaram que o acido cinamico tendebér miliberacédo de ¥D, por macréfagos
peritoneais, enquanto o acido cafeico incremenfaroalucdo desse metabolito. A esses
resultados soma-se o0 experimento de Missima e i8f(2008) que concluiram que extrato
etanolico de prépolis brasileira administrado a wadongos experimentalmente estressados
potencializou a geracédo de®}, sugerindaestimulo a ativacdo de macréfagos e inibicdo na
producado de NO.

Outro mecanismo de defesa ndo especifico do haspede sistema complemento,
que tem a funcédo de opsonizar patdogenos e desamaane serie de reacdes inflamatorias
para auxiliar no combate a infeccdo. No entant@womplemento néo representa apenas
ameaca aos antigenos, mas uma resposta muitoanpexde gerar danos as células e aos
tecidos do hospedeiro (lturry-Yamamoto; Portinh@QD). Pesquisas tém demonstrado que a
propolis também exerce influéncia sobre esse matande defesa. lvanovska et al. (1995b)
constataram que derivados de propolis soluveisgra AVSDP) inibiramn vitro o sistema
complemento, tanto pela via classica como pelal@nativa, e atribuiram essa atividade a
inibicio da C3 convertase pelos flavondides e camogo fendlicos. Os mesmos
pesquisadores, em experimento vivo, demonstraram que WSDP, administrados a
camundongos pela via intraperitoneal (IP) e intnaga (IV), incrementaram a atividade do
sistema complemento pela via alternativa na pranbora apds a inoculacdo, seguido de
decréscimo e retorno aos niveis normais em 24 hdéaa aplicacdo pela via oral (PO) ndo
teve influéncia sobre o complemento. Essas mesnas & doses dos WSDP foram
administradas a camundongos tratados previamemte zgonosan para induzir edema em
membros. As aplicacdes pelas vias IP e IV causatamnuicdo moderada de todos os
estagios do edema de membros. O efeito de inibiEeedema mais pronunciado foi
verificado nos animais que receberam WSDP 18 haméss da aplicacdo de zymosan. Os

autores observaram que o processo de formacaoemoaediminuiu no periodo de aumento
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da atividade do complemento, também verificaram qupico de formacdo de edema
coincidiu com a fase de decréscimo do complemdwam@vska et al., 1995c).

A propolis € uma substancia com importante atoéd@amunomoduladora sobre a
resposta imune inata, protegendo o organismo conwasores, doencas tumorais e até
mesmo contra respostas imunes exacerbadas querpoms@esentar risco a vida. Segundo
Ivanovska et al. (1995c) a avaliacdo de componedtesforma isolada permite uma
interpretacdo mais precisa dos dados, no entardfeitn aditivo de inUmeros compostos
acaba sendo perdido. Por outro lado, o contetdplexo da propolis também pode resultar
em efeitos antag6nicos. Além disso, os varios comapies tém diferentes ciclos metabdlicos
e a manifestacédo de determinada bioatividade depgadiia da aplicacdo (lvanovska et al.,

1995¢).

Acao da Prépolis sobre a Resposta Imune Especifica

A imunomodulacdo pela propolis ndo se limita a idade inata, mas abrange
também a resposta imune adaptativa, com influéaoi@ na resposta imune celular como na
humoral. Na composi¢cado quimica da propolis existemponentes com funcdo estimulante
sobre a proliferacdo de linfocitos e outros comoagdpressora. A manifestacdo de uma
atividade em detrimento de outra depende do conmpersnalisado, da quantidade de cada
constituinte presente na amostra, da forma comesessenstituintes sdo obtidos e do
protocolo adotado no ensaio imunolégico (Sforcid)?). A associacdo do acido cinamico,
componente da propolis, com L-lisina apresentouitcef@rotetor contraKlebsiella
pneumoniae quando administrado a camundongos pela via etitapeal, por trés dias
consecutivos antes do desafio. Os autores atribidsse efeito a capacidade do complexo em
estimular a proliferacdo de linfocitos esplénicodimaicos, estimular a proliferacdo na

presenca de mitdgenos e incrementar a liberacaoteldeucina 1(IL-1) e IL-2 (lvanovska
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1995a). J&4 Sa-Nunes (2003) constataram efeitatdnibide uma solucdo hidroalcodlica de
propolis brasileira sobre linfécitos vitro, e atribuiram aos flavanoides ou ao sinergismo
entre os componentes esse efeito imunossupressacid® cinamico, ao qual foi atribuida
atividade estimulante sobre linfocitos na pesgdesézanovska (1995a), estava presente nessa
amostra de propolis em quantidade inferior a 3%esquisa de Orsolic et al. (2004) também
confirma a acao diferenciada de constituintes d@gis em esplendcitos de camundongos
tratados com 50 mg/kg de WSDP ou acido cafeico (Q#dla via intravenosa. Os
esplendcitos foram cultivados com diferentes mibdgee no grupo que recebeu CA foi
observado efeito supressor intenso em relacaoldéepagdo dos esplendcitos, enquanto que
no grupo que recebeu WSDP houve efeito prolifepativ

Aliada a acao sobre linfécitos esta a influénagpddpolis na producéo de citocinas,
em especial, INFZ. Em camundongos tratados com 2,5 e 5 mg/kg de@wlnidroalcodlica
de propolis, pela via intraperitoneal, durante thé&s consecutivos, foi observado inibicdo da
proliferac@o de linfocitos esplénicos estimuladosi cConcanavalina A aliado a aumento na
producédo de INF4. A hipotese dos autores € que a propolis tenhatprédo os macréfagos
in vivo, estimulado a producéo de INFe NO, o qual inibiu a proliferagdo dos linfocit@s.
NO é responsavel por inibicdo na sintese de DNAalgmimas células, o que teria provocado
a depressao na proliferacéo dos linfécitos (Sa-Blehal., 2003). Os estudos de Fischer et al.
(2007b) também comprovaram aumento na expressaoni@BA para INF:, em
esplendcitos de camundongos, induzido pela propelide brasileira (5 mg/kg)Em outro
experimento, a andlise do ester feniletil do addfeico (CAPE), um componente ativo da
propolis, fornecido em diferentes concentracfe$ (A0 e 20 mg/kg) a camundongos, pela
via oral, durante 14 dias, diminuiu significativameo nimero de células do baco e timo, e, o
peso do timo, revelando um decréscimo numéricocghdas imunes, principalmente, de

células T. A hipotese dos pesquisadores € quesésse tenha sido provocado por inducéo de
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apoptose pelo CAPE. Na dose de 20 mg/kg houve @dstimmblastogénese de células T na
presenca de Concanavalina A (Con A), enquanto mergfeito foi observado em linfocitos B
estimulados com lipopolissacarideo (LPS). N&o forahservadas mudancas nas
subpopulacdes de linfocitos, células B ou T, embarae os linfocitos T tenha havido
incremento nas células CD4+. Nessa concentracds pilavada de CAPE também foi
constatado aumento significativo das citocinas ,Illk24 e INF{1, e os autores atribuiram
esse efeito ao aumento das células T auxiliarey (Fark et al., 2004). Na pesquisa de
Kimoto et al. (1998) outro componente presente r@qlis brasileira, o artepillin C®,
também mostrou incremento na relacdo de célulaB4/CD8 e no numero total de linfécitos
auxiliares, aliado a supresséo de crescimento almagos a injecao intra-tumoral de 500 mg
desse componente, trés vezes por semana.

Esses resultados que indicam estimulo a imunidatigar, através do aumento nos
niveis de INF:] e incremento na producao de linfocitos T CD4+, @mrse a outra pesquisa
que demonstrou estimulo de linfocitos Thl (respasialar) e inibicdo de linfocitos Th2
(resposta humoral), revelando caracteristicasnélatinatorias da prépolis. Nessa pesquisa a
atividade imunomoduladora, verificada pela inibig&océlulas Th2 e estimulacédo de Th1, foi
observada quando extrato aquoso de propolis foefido pela via oral a camundongos com
as vias aéreas sensibilizadas com ovoalbumina (OXAropolis diminuiu a produgédo de
IgE e 1gG especificas para OVA, bem como a liberacéo de ¢LH6-10, revelando potencial
terapéutico em doencgas cronicas, como no casonda &y et al., 2006). Hu et §R005),
usando extrato etandlico de propolis (EEP) e dddsasolliveis em agua (WSD), também
demonstraram efeitos inibitérios nos niveis de JltA@s ndo nos niveis de INFe IL-2, em
artrite induzida por adjuvante completo de FreUdr@A) em ratos. As células Thl secretam
IL-2, INF-(1, fator de necrose tumoral beta (TRF- IL-12 e IL-18, estimulando

primariamente a resposta imune mediada por céldéss células Th2 caracteristicamente
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secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, ap0s a exposigdum antigeno, agindo na proliferacéo de
células B e na secrecdao de imunoglobulinas (respbatnoral). O conhecimento dos
mecanismos de acao e funcdes dos linfécitos ThlpEn@ite a compreensao da patogénese
de varias condicOes fisiopatoldgicas, e proporcaiease para o desenvolvimento de novas
estratégias imunoterapéuticas (Romagnani, 1997).

Por outro lado, Girgin et al. (2005) constataraibi¢do no niveis de INF:. Extratos
etanolicos de seis amostras de prépolis da TumgiEionados a células mononucleares do
sangue periférico inibiram, em uma relacdo dosemdgnte, os niveis de INF-e TNF¢, a
liberacdo de neopterina e degradacéo de triptofaegundo os autores a inibicdo na liberacéo
de neopterina e degradacéo do triptofano foi car&erja do decréscimo no nivel de INF-
ja que essa citocina induz os macréfagos a liberaneopterina e muitas células a
aumentarem a atividade da enzima indolamina, queette o triptofano em quinurenina e
acido quinolinico (Widner et al. 2000). Esse efeitopropolis turca foi considerado benéfico
a saude devido a producao de neopterina e degmadadgiptofano estarem ligadas a muitas
desordens patologicas, como doencas infecciosammaunes e neuroldgicas (Widner et al.,
2000; Vismari et al., 2008).

Apesar da maioria das pesquisas terem reveladi@riera da propolis em estimular
linfécitos T, em especial Thl, revelando estimulesgposta imune celular, esse apiterapico
também exerce influéncia na imunidade humoral.c8foet al. (2005) avaliaram a acdo de
extrato etandlico da proépolis brasileira e bulgdsam como o CAPE e a quercetina,
separadamente, sobre a producdo de anticorpostesimaculados com albumina bovina.
Ambas as amostras estimularam aumento na prodwg@mtatorpos, o0 que representa uma
atividade adjuvante, enquanto que os compostofrae isolada, ndo apresentaram efeitos
sobre a resposta humoral. Estes pesquisadoregiknibesses resultados a agdo conjunta das

diversas substancias e ndo a um ou outro compoderftgma isolada. No experimento de
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Park et al. (2004), no qual foi observado incremearts linfocitos T auxiliares, também foi
constatado que o numero de células formadorasaga (PFC), anticorpos IgMs, do baco dos
camundongos tratados com CAPE aumentaram sigifcaénte. Os autores acreditam que
o incremento no numero de PFC foi devido ao aumdatolinfécitos auxiliares, ja que a
producdo de IgM se deve a cooperacao entre céBylasacrofagos e também células T

auxiliares.

Atividade adjuvante da propolis em vacinas

O uso de adjuvantes em vacinas, muitas vezeszseetessario para potencializar e
tornar mais duradoura a resposta imunolégica, edpemnte frente a antigenos inativados ou
recombinantes (Fischer et al.,, 2008). Neste sentidovas substancias tém sido
constantemente avaliadas, embora as vacinas \&@tasrcontinuem sendo compostas pelo
hidroxido de aluminio ou as emulsdes oleosas catjuvantes. Além disso, o hidroxido de
aluminio € o Unico adjuvante permitido para uso dmn(Aguilar; Rodriguez, 2007\esse
contexto, a prépolis sinaliza como uma alternaéiwa potencial, tendo em vista suas acdes
sobre o sistema imune, avaliada frente a divenstdggeanos vacinais (Fischer et al., 2008).

Embora recentes, as pesquisas avaliando a acaeaajuda propolis em vacinas
demonstram resultados animadores. O extrato aqimgwopolis de abelhaspis mellifera
demonstrou propriedade adjuvante quando associadama vacina inativada contra
Aeromonas hydrophil@m carpas, aumentando o titulo de anticorpos vamli® a taxa de
sobrevivéncia ao desafio (Chu, 2006). Além dissssa grupo de pesquisa tem avaliado o
uso da propolis em vacinas, estimando o seu pafesomo substancia adjuvante. A
associacdo de 40 mg/dose de extrato etandlicodml verde brasileira com uma vacina
oleosa contra herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-Bul®u em incremento significativo

(p<0,01) nos niveis de anticorpos neutralizantedrac BoHV-5, quando comparado com a
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resposta humoral induzida pela mesma vacina sepolsdFischer et al., 2007a). Em outro
estudo, quando extrato etandlico de propolis vésdmg/dose) foi adicionado a uma vacina
contra o herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1) contemdodxido de aluminio, e administrada a
camundongos, houve aumento significativo na reagosioral quando comparado ao grupo
inoculado com a mesma vacina sem propolis e acogquie recebeu somente antigeno e
propolis, sem hidroxido de aluminio. No entantopsaglesafio com SuHV-1, a propolis
proporcionou aumentou no percentual de animaiegidds, inoculados com vacinas com e
sem hidréxido de aluminio. O aumento na protec&cadmnundongos que receberam apenas
propolis e antigeno foi atribuido ao estimulo dgosta celular, uma vez que foi verificado
aumento na expressao de mRNA para INF=sse experimento demonstrou que a propolis
estimulou tanto a resposta humoral como a celdwatra o SuHV-1 (Fischer et al., 2007b),
claramente modulando o sistema imune dos camundoMpgs recentemente, a associacao
de extratos etandlico de prépolis verde e aquos@rdpolis marrom a uma vacina com
antigenos mudltiplos inativados e atenuados, peaniticonstatar que extrato aquoso de
prépolis marrom possui atividade adjuvante sobreeapostas imunes humoral e celular
contra o parvovirus canino (CPV) atenuado e o @wons canino (CCoV) inativado. Ja o
extrato etanolico de propolis verde incrementoasposta humoral contra o CPV e a celular

contra o0 CCoV (comunicacao pessoal, 2009).

Conclusao

A imunomodulacado pela propolis tem sido obsertadto na estimulacdo do sistema
imune no combate a agentes invasores e doencaksieap, Como na sua inibicdo, no caso
de doencas crbnicas ou respostas imunes muitosageaque possam trazer risco a vida. O
aumento nos titulos de anticorpos e de INdicam que a propolis pode ser usada como

adjuvante em vacinas. No entanto, devido a congdebd quimica, os mecanismos de acao
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da propolis, bem como protocolos de uso mais a@awps ainda ndo puderam ser
completamente estabelecidos, principalmente no dimerespeito a sua utilizagdo como
adjuvante em vacinas, 0 que ressalta a necessitadealizacdo de novas pesquisas, que

venham contribuir para elucidar as lacunas ainddeses.
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Resumo

A capacidade imunomoduladora de extratos etandicpropolis verde e aquoso de prdpolis marrom,
foi avaliada contra o parvovirus canino (CPV) eooonavirus canino (CCoV), quando associados com uma
vacina composta por antigenos multiplos. A adigdd@) pg/dose de extrato de prépolis marrom nasedifes
concentracdes dos antigenos avaliadas (0,75415x16 e 3,0x16 doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares / 25 ul - TCI3Y) incrementou a resposta imune humoral contra 0.@PMo6polis verde (400 pg/dose)
aumentou a producéo de anticorpos contra o CPVangsais inoculados com a maior concentracdo dos
antigenos. Para o0 CCoV a propolis marrom aumergauiv@is de anticorpos nos animais vacinados céne 1,
3,0x10 TCIDs, dos antigenos, enquanto que a prépolis verdenufiementou a resposta humoral. Houve maior
expressdo de mRNA para INFeontra 0 CPV em animais que receberam a prépalisom associada a 0,75 e
3,0x10 TCIDs, dos antigenos, enquanto a prépolis verde ndo apoesessa atividade. A producdo de INF-
para CCoV revelou propriedade imunoestimulanterdaglis marrom na maior concentragdo de antigeruss e
proépolis verde nas concentragdes de 0,75 e 30XLDs,. Os resultados demonstraram que o extrato aqueoso d
prépolis marrom possui atividade adjuvante sobreeapostas imunes humoral e celular contra o CRV e
CCoV. O extrato etandlico de prépolis verde incretoe a resposta humoral contra o CPV e celularraant

CCoV.

Palavras-chaves: prépolis, imunomodulagdo, paruewdanino, coronavirus canino, vacina.
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INTRODUCAO

A propolis € uma substancia resinosa produzida gimihasApis melliferaa partir de materiais
coletados em diferentes partes das plantas, cootoshicasca, botdes florais e exsudatos resinfgés disso,
na colméia as abelhas alteram estas substancagstla adicdo de secrecdes salivares e enzir@gsAlsua
composicao quimica € variavel e esta intimamenéeicmada com a ecologia da flora de cada regiddaga
pelas abelhas [3,2]. Enquanto na Europa, Amériddaite e oeste da Asia, a principal fonte paraoaygéo de
propolis é o exsudato do botéo de alaPopulussp.), a propolis verde é produzida predominanteenamartir
de uma planta nativa da regido sudeste do Brasihexida popularmente como alecrim do canipac¢haris
dracunculifolig [2]. Em relacdo a propolis marrom, hd uma gratidersidade vegetal para retirada de resina, o
que dificulta a correlacao entre a propolis e afsnte produtora. Relatos sobre caracteristicasiaimais da
propolis sdo antigos, e ja eram descritas por médicegos e romanos como Aristételes, Dioscorigésio e
Galeno [1]. Atualmente, diversos experimentos téemaehstrado atividades antiviral [4], bactericidg, [5
anticarcinogénica [6, 7], antiinflamatoria [8, @] & imunomoduladora [11, 12] da prépolis, entre@al A sua
atividade imunoestimulante tem chamado a atencamdso grupo de pesquisa, no Laboratério de Viraleg
Imunologia, da Universidade Federal de PelotassiBrgela acao adjuvante em vacinas inativadas]2]L No
entanto, ndo ha informacdes a respeito dessaadidm vacinas compostas de antigenos multiplosades.

Tendo em vista a diversidade de amostras de psopwhsileira e o seu potencial efeito
imunoestimulante, esse estudo teve como objetiabaava capacidade imunomoduladora de extrato®ktan
de propolis verde e aquoso de prépolis marrom, duassociados com uma vacina composta por antigenos
multiplos. Para tal, foram analisados parametroeedposta imune humoral e celular em relacdo ampius

canino e coronavirus canino, utilizando-se camugda@omo modelo bioldgico.

MATERIAIS E METODOLOGIA
Extrato etandlico de propolis verde e aquoso de ppdlis marrom

A prépolis verde foi obtida da Nectar Farmacéutidda. (Brasil) e estocada a -20°C. O extrato
etandlico foi preparado como descrito anteriormé¢b®. Resumidamente, a prépolis foi triturada ecemada
com uma solucdo de extracdo contendo etanol absaam agitacdo diaria de 10 minutos, durante &8.di
Entdo, o solvente foi evaporado e a matéria sesatamte foi dissolvida em tampao fosfato (pH 6r)ma

concentracao final de 40 mg/mL.
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A prépolis marrom foi obtida da Apis Nativa ProdutSaturais Industria e Comércio Ltda. (Brasil) e
estocada a -2Q@. Para obtencdo do extrato aquoso, a prépolidrifarada e a extracdo foi feita em agua
destilada a 70° C, com agitacédo por 12 horas. Al@sao para retirada das particulas de maionganetria,

o0 extrato aquoso foi liofilizado (Edwards High Vaaot). A matéria seca obtida foi ressuspendida ero Begle

(DMEM, SIGMA), numa concentracao final de 100 mg/ralesterilizada em filtro Millipore.

Animais

Foram utilizados 120 camundongos Swidgsi§ musculusjfémea, com quatro a seis semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidaddédral de Pelotas. Os animais foram manejados segund
padrbes pré-estabelecidos para a espécie [14]utaadsia seguiu as normas estabelecidas pela gasodie
namero 714, de 20 de junho de 2002, do Conselherkkede Medicina Veterinaria [15]. A conducédo do
experimento foi aprovada pela comisséao de éticaxgarimentacédo animal da Universidade Federal teaRe

(CEEA/UFPel).

Inoculacdes e coleta de materiais

A avaliacdo das propriedades adjuvantes dos estetmolico da prépolis verde e aquoso da propolis
marrom foi feita através da sua co-administracém cwna vacina comercial contendo antigenos mdultiplos
utilizada para caninos. A vacina continha setegantis vivos atenuados, incluindo o parvovirus ea(@PV), e
um diluente contendo o antigeno de coronavirusnocafiCCoV), inativado por irradiacdo ultravioleta e
adsorvido ao hidroxido de aluminio, os quais foeaaliados quanto a parametros das respostas irhunewal
e celular.

Os camundongos foram divididos aleatoriamente engripos de dez animais. Os grupos 1, 2 e 3
(controles negativos), foram inoculados com soligdlima tamponada (PBS), PBS acrescida de 400 etk
propolis verde e PBS acrescido de 400 pg/dose dgolis marrom, respectivamente. Os grupos 4, 5 e 6
receberam apenas vacina comercial nas doses 0°73x8016 e 3,0x16 TCDIs, (doses infectantes para 50%
dos cultivos celulares / 25 pul), respectivamentg.aBimais dos tratamentos 7, 8 e 9 receberam axuliés
doses da vacina (0,75X10L,5x16 e 3,0x16 TCDIs,, respectivamente) acrescidas de 400 pg/dose dat@xt
etandlico de prépolis verde, enquanto que os defgaupos 10, 11 e 12) foram inoculados com a gadm
antigenos multiplos (0,75x1,01,5x16 e 3,0x16 TCDIs,, respectivamente) associada a 400 pg/dose decextra

aquoso de propolis marrom. Foram realizadas td=ulagdes por via subcutanea, com intervalo dei&f) da
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regido pré-escapular. A coleta de sangue para mag@udos titulos de anticorpos foi realizada 2& dipos a
terceira inoculacdo, através de puncao do plexosgenetro-ocular, com 0s animais previamente asieskes
[14]. As amostras de soro foram inativadas a 5@Cininta minutos, e armazenadas a -70°C até o mimnu®
uso. Trinta dias apdés a terceira inoculacdo, quanimais de cada grupo foram eutanasiados e
esplenectomisados, visando o cultivo de espler®gitma mensuracao dos niveis de expressdo de mBiA p

INF-y, como forma de avaliacdo da resposta imune celular

ELISA

O teste de ELISA indireto foi realizado para measws niveis de anticorpos (IgG totais), contra o
CPV e o0 CCoV, de acordo com o método descrito pafe¥ [16] e por Pratelli et al. [17], com pequenas
adequacdes. A obtencdo dos antigenos para seresjBii das placas foi feita através da infeccaaliieras de
células Crandell de rim de felino (CrFK) com CP\paeCornell (ATCC-VR 2017) ou CCoV cepa Mav 795
(cedida pelo Laboratério de Virologia da UniversidaFederal de Santa Maria - Brasil). Apés 24 hades
infeccdo, os sobrenadantes foram coletados e ftgyattios a 250 x g por 20 minutos para remocao stese
celulares. O sobrenadante do centrifugado de CiPdiliddo (1:200) em tampé&o carbonato §N&; 15 mM,
NaHCQ; 35 mM [pH 9,6]). Ja o CCoV foi novamente centrddg (140000 x g), a 4 °C, durante uma hora. O
precipitado obtido foi ressuspendido em tampéoafostalino (PBS, pH 7,2) em uma diluicdo de 1:80 do
volume inicial. Para realizagdo do teste, essaesissip foi novamente diluida a 1:800 em tampé&o oatbdpH
9,6). O teste foi realizado em placas de poligstireontendo 96 cavidades, sensibilizadas com CEA0() ou
CCoV (1:800), por um periodo de 12 horas de inciibac4d C. Todos os procedimentos de lavagem, blogueio e
diluicdo foram realizados com PBS contendo 0,05%ween 80 para CPV ou PBS acrescido de 0,05% de
Tween 20 para CCoV. As reacdes inespecificas fdrmgueadas com soro fetal bovino a 5%. Os soros dos
camundongos foram testados em duplicata, diluido$:58. Foi utilizado o conjugado de cabra anti-
imunoglobulina G (IgG) de camundongo, marcado camoxidase (Sigma). Apds uma hora de incubacao, a
solucdo cromdgena (ortofenil diamina - OPD), foicexmhada as placas e essas incubadas por 10 miritos
leitura foi realizada em leitor Thermo Plate (TPaBer)nos comprimentos de onda 450 nm para CPV e 405 nm

para CCoV.
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RT-PCR

Os niveis de expressdo do RNA mensageiro (MRNA) paerferon gamma (INk) nos esplendcitos
dos camundongos foram usados como parametros paliacdo da resposta imune celular. Os esplendcitos
foram processados de acordo com Bastos et al. REBumidamente, um pool de esplendcitos foi otgigartir
do baco de quatro animais de cada tratamento,a30aqios a terceira inoculagdo. Apés a lise da®eitits com
cloreto de aménio (NICL — 0,85%), os esplendcitos foram semeados numeeotracéo de 1@élulas/ml em
DMEM (SIGMA, EUA), suplementado com 10% de sorcafdiovino (SIGMA, EUA), em placa de cultivo
celular com 96 cavidades. Apds 24 horas de incubag°C em ambiente com 5% de €© sobrenadante foi
removido e as células estimuladas em quadruplmata DMEM (controle negativo), 0.1 MOI (multiplicida
de infeccdo) de CPV, 0.1 MOI de CCoV ou 5 pg/mLGtmcanavalina A (controle positivo). Quarenta @ oit
horas apds a estimulagéo, as células foram coragekm Trizol (Invitrogen), para extracdo de RN/alkotle
acordo com protocolo do fabricante. A sintese ddADbi realizada com 5 pg de RNA total em uma reagéa
25 pl, contendo 0,5 pl (150 ng) de random primergtfogen), 1 pl de trifosfato de desoxynucleosid@NTP
— 10 mM), “first strand buffer” 1x (Invitrogen), DM DTT, 40 U de RNaseOUT (Invitrogen) e 50 U dazigma
transcriptase reversa M-MuLV Reverse Transcriptdbeew England Biolabs), segundo metodologia
previamente descrita por Ulett et al. [19]. As atrassforam, entdo, incubadas & 25por 10 minutos, seguido
de 42 C durante 50 minutos e 7@ por 15 minutos, em termociclador Eppendorf Mastger Gradient. O
cDNA resultante foi armazenado a %20 As reagdes de PCR foram executadas com 2 [DN& 200 uM de
dNTPs, tampao da enzima Taq 1x, 1.5 U da enzimaDné4 polimerase (Ludwig Biotec), 1 uM de cada
primer, MgC} (1.5 mM), além de &agua livre de RNase (Gibco-BRi) um volume final de 25 pl. Os
parametros usados para a PCR foram os seguintt€ p&r dois minutos, seguidos de 30 ciclos de®4
durante 50 segundos, 60 por 50 segundos e 7€ por um minuto, com extenséo final de’ ©2por sete
minutos. Os primers utilizados (Ulett et al, 2000)am sintetizados por MWG-Biotech Inc. (USA): IFN-
“forward” 5-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG; IFNy “reverse” 5'-
GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG,; p-actina “forward 5'- TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAACB-
actina “reverse” 5'- TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG. Reées de PCR usando primers ppiactina,
bem como reacdes sem cDNA foram realizadas comimatenOs produtos da PCR foram visualizados seb lu
ultra-violeta, apos eletroforese em gel de agaad®¥% contendo brometo de etidio. A avaliacdo daessdo de
MRNA para INFy e B-actina foi realizada mediante a comparacdo visn#le as intensidades das bandas

obtidas.
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Andlise Estatistica
Os titulos de anticorpos foram comparados usandbsande variancia (ANOVA). O teste LSD foi
realizado para determinar diferencas significatigps0,05) entre as médias de cada tratamento, asand

programa Statistix.

RESULTADOS
ELISA

A média e o desvio padrao dos niveis de antico(prgressos em absorbancia) contra o CPV, dos
tratamentos na presenca ou auséncia de propdaés, epresentados na Figura 1. Conforme se podgatan a
prépolis verde apresentou efeito adjuvante sigifio (p<0,05) apenas no grupo inoculado com a maio
concentragdo de antigenos (3,0XIGDIsg). Enquanto todos os tratamentos com prépolis maapresentaram
efeito adjuvante significativo (p<0,05) em relagfs tratamentos apenas com a vacina comercialyemque
houve aumento nos titulos de anticorpos, expremspabsorbancia. No entanto, é importante ressgliama
concentracdo de 1,510 CDls, 0 seu efeito imunoestimulante foi mais pronuncidfisses dados sugerem
atividade imunoestimulante da propolis verde e amyrsendo que para a prépolis verde este efeito foi
dependente do titulo do antigeno utilizado. Aléssalj indicam melhor desempenho da amostra marrom em
relacdo a verde na estimulacéo da resposta huonwrah o CPV. Conforme esperado, nos grupos centtol?

e 3) nao houve estimulo a producgédo de anticorpa&ndo mostrados).

Na Figura 2 estdo representadas as médias + dpadi@o do titulo de anticorpos (expressos em
absorbancia) contra CCoV, 21 dias apés a inoculdgdoantigenos na presenca ou auséncia de profolis.
utilizacdo de propolis verde ndo demonstrou efagitanoestimulante da resposta humoral para CCoV, em
comparacéo aos demais tratamentos. Novamente podbservar efeito adjuvante significativo da prépol
marrom em relagdo aos grupos que receberam someatna comercial, nas concentragées de 1°5DIs,

e 3,0x16 TCDIg, Este efeito foi diretamente proporcional & doseatttigenos. No entanto, nos grupos tratados
com 0,75 x1BOTCDIs,dos antigenos co-administrados com prépolis veudmarrom, o antigeno, administrado
isoladamente, demonstrou-se superior (p<0,05). Mew#e, nos grupos controle negativos (1, 2 e 3),foa

observado estimulo a producéo de anticorpos (d@@tmsostrados).
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RT-PCR

A Figura 3 representa a expressdo de mRNA paraNffdarenta e oito horas apds estimulo com 0,1
MOI de CPV. As comparacdes foram estabelecida® egrtipos que receberam as mesmas concentracdes de
antigenos, na presenca ou auséncia de prépolisfor@we se pode observar, nos animais inoculadosva@ma
acrescida de prépolis verde (amostras 3, 6 e @), dmmo naqueles que receberam 1.5°X0DIs, de vacina
associada a prépolis marrom (amostra 7), a exgredsadnRNA para INF-nado foi superior aos tratamentos
controle (2, 5 e 8). Em relagdo a amostra marramayd incremento na expressdo de mRNA para iINFos
grupos inoculados com vacina nas concentracbes, e & 3,0x10 TCDIs, associada a prépolis marrom
(amostras 4 e 10) quando comparados aos tratanmegeoss com vacina comercial nas mesmas concezdracd
(amostras 2 e 8). Esses dados sugerem que oiefaitoestimulante da propolis marrom sobre a reagosine
celular para CPV foi dependente da concentrag@mtigeno utilizado. A expressao de mRNA faegtina ndo
variou nos diferentes tratamentos (dados ndo numstfaindicando estimulo especifico na producaidNéey.

A Figura 4 representa os produtos de RT-PCR péfay, quarenta e oito horas ap6s estimulo com 0,1
MOI de CCoV. As comparacfes foram estabelecida® gmtipos que receberam as mesmas concentracdes de
antigenos (vacina) na presenca ou auséncia deligtdpom base na anélise da Figura 4, pode-seatansfue a
prépolis verde apresentou atividade imunoestimalala resposta imune celular nos animais inoculados
extrato etandlico associado a 0,75 e 1,57X0IDs,dos antigenos (amostras 3 e 6) em comparacdo aosleaq
vacinados com as mesmas doses dos antigenos, gerénpropolis (amostras 2 e 5). J& prépolis marrom
exerceu influéncia sobre o grupo inoculado com B)PXCIDs,de antigenos co-administrados com seu extrato
aquoso (amostra 10), através de maior expressaiRiA para INFy quando comparado ao grupo que recebeu
a mesma dose de vacina, na auséncia de prépolsif@8). Portanto, nessa concentracdo de antigenos
propolis marrom demonstrou capacidade adjuvantémésndo a resposta imune celular. Os demais
tratamentos com propolis marrom (amostras 4 e @djnetratamento com a propolis verde (amostra 9) néo

diferiram de seus respectivos controles positigogpos inoculados somente com vacina (amostrag 8)5

DISCUSSAO

As vacinas com antigenos mdltiplos tém representag@rande avanco na imunizacdo de animais de
companhia e de produgéo, ja que aliam economigésnago, custo e manejo, diminuindo o estresse. tanem
a eficiéncia dessas vacinas tem sido, por vezestignada [20] e a escolha de um adjuvante adequed®

significar um melhor desempenho destas vacinasremizagfes multiplas. Apesar de néo existir um\eaijte
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universal, que estimule o sistema imune de forn@eate contra diversos antigenos, existem muisaslbas
em potencial [21]. Nesse contexto, a prépolis se@®o uma alternativa em potencial, uma vez quersias
pesquisas vém demonstrando suas atividades esti@silaobre o sistema imune humoral [11, 12, 22,e23]
celular [11, 12]. A maioria das vacinas utilizawadjntes classicos, como sais de aluminio e emutdéesas,
que funcionam como adjuvantes de depdsito promaventiberacéo lenta do antigeno e estimulando,adess
forma, o sistema imune por um periodo mais proldadd4]. Contudo, muitas vacinas, como as atenyades
necessitam desse sistema de entrega, jA que @er@¥ipermanecem com capacidade de replicagdo no
organismo hospedeiro. Isso ndo significa que essaBas nao necessitem de substancias que possgdid-ias

no estimulo a uma resposta imune mais eficientes&inatando da associacao de varios antigenosaales
muitas vezes é dificil o uso de altas doses vagimague poderia acarretar em um volume muito grander
inoculado. Além disso, estas associacdes podeooiso conseqiiéncia a competicdo entre antigenosyai
vez que podem possuir caracteristicas antigénitsimtds. O encontro de um adjuvante adequado a@s ess
vacinas podera potencializar a resposta imuneys@naia de possiveis efeitos colaterais.

Nesse estudo, camundongos foram inoculados comediés doses de uma vacina comercial com
antigenos multiplos, usada para imunizar caningsp@ada ou ndo a extratos etandlico de prépotideveu
aquoso de prépolis marrom. O efeito adjuvante dgglis foi analisado em relacdo ao CPV atenuado e a
CCoV inativado. A adicdo de 400 pg/dose de extet@ndlico de prépolis verde estimulou de forma
significativa (p<0,05) a producdo de anticorposi-@RV no grupo de animais inoculados com a maior
concentracdo dos antigenos, em comparacao ao grapolado com a mesma dose da vacina, porém sem
prépolis. Embora a prépolis verde tenha apresendtidimlade estimulante significativa em apenas uopg, a
tendéncia foi de aumento nos niveis de anticorpos@aumento da dose do antigeno, contribuindenapara
minimizar uma possivel atividade imunossupressaraatina. Com relagdo a propolis marrom, a adigiio d
extrato aquoso aos antigenos comerciais incremesigmificativamente (p<0,05) a resposta imune hanor
contra o CPV em todos os grupos, quando comparag®seus respectivos controles positivos (grupes qu
receberam diferentes concentracdes da vacina, sgnlig). O efeito adjuvante mais pronunciado faiificado
no grupo inoculado com a dose intermediaria dangadlgumas pesquisas apontam o CPV como um aptigen
imunossupressor, podendo causar falhas vacinajsg@§uanto que outras sugerem que as interaces an
virus atenuados possam ser potencialmente imumessapas [26]. Apesar de ndo haver diferenca stitatios
dados obtidos neste experimento sugerem que a rdeserda vacina sem propolis estimulou maior préddug

de anticorpos anti-CPV e as doses intermediariftaeirrduziram uma resposta menor e equivalenteesEss
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resultados podem refletir um possivel efeito imsnopsessor deste antigeno, pois a medida que acsea d
aumentou, a absorbéncia diminuiu. No entanto, doefaljuvante da prépolis se manteve e foi nitidatae
maior no grupo intermediario (Figura 1). Nesse @wcespecial, a atividade imunoestimulante da pipode
sobrepor-se a um possivel efeito imunossupresstsajavel da vacina e evitar uma falha vacinalegss
resultados demonstram estimulacdo da resposta ihumeral contra o CPV e somam-se a outros expetasen
que atribuiram propriedade imunoestimulante a gigp&forcin et al. [27] avaliaram a agdo de exsat
etanolicos de prépolis brasileira e bulgara sobpeoducdo de anticorpos e concluiram que ambamastes
estimularam aumento na produc¢éo de anticorpos & ireoculados com soro albumina bovina.

Com relacéo ao CCoV, a mensuracao dos anticorpeloreaumento significativo (p<0,05) da resposta
imune humoral nos animais inoculados com 1,5 e180XCIDs, dos antigenos co-administrados com extrato
aquoso de propolis marrom, quando comparados asgegpectivos controles positivos. Cabe ressglaesse
antigeno estava inativado e adsorvido ao hidroxido aluminio. Esses resultados sugerem atividade
imunoestimulante da prépolis marrom em vacina vaal&, corroborando com resultados obtidos por sutro
pesquisadores como Chu [23], que demonstrou pagaie adjuvante da prépolis quando associada a uma
vacina inativada contrAeromonas hydrophilam carpas, através do aumento no titulo de aptiscg elevagéo
na taxa de sobrevivéncia ao desafio. Nosso grupbém ja havia demonstrado a atividade imunoestim®ila
sobre a resposta imune humoral através da co-atraigfio de extratos etanodlicos de propolis verde co
vacinas inativadas monovalentes. A associagdo dagidose de extrato etandlico de propolis verde uoma
vacina oleosa contra herpesvirus bovino tipo 5 (B&) resultou em incremento significativo (p<0,019s
niveis de anticorpos neutralizantes, quando cordpara mesma vacina sem prépolis [11]. No presesttelie,
no entanto, a prépolis verde ndo demonstrou atiédadjuvante da resposta humoral quando co-adrnaiehést
com CCoV inativado e adsorvido ao hidroxido de ahim(Figura 2). Resultado diferente foi observauao
relacdo ao herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), qoandratos etandlicos de prépolis verde foram admilos a
vacina contendo hidréxido de aluminio, detectarel@asmento significativo nos niveis de anticorpdd.[E
possivel que o extrato etandlico da propolis ve@tetenha atividade estimulante contra o CCoV auaforma
como foi usado ndo tenha permitido a manifestagsalacédo. Essas diferencas encontradas entreosisasm
de prépolis, tanto em relagcdo ao CPV como ao CQadem estar relacionadas a origens boténicas wfifere
(j& que foram utilizadas amostras distintas), anfocomo foram obtidos os extratos, ou ainda ampott de

administracdo empregado. A origem boténica estidiga variabilidade quimica das amostras, o quéasnu
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vezes, confere a prépolis atividades biologicasrdifciadas, dependendo da regido da coleta [3,Ak3h
disso, a adocao de metodologias distintas contpiand a obtencéo de resultados variados [29].

O exato mecanismo de acdo da prépolis sobre ergistaunolégico permanece desconhecido devido a
grande complexidade e diversidade de constituirdegue leva muitas pesquisas a apresentarem assilta
controversos [29]. Dentre essa diversidade de coemies destacam-se os polifendis [1, 30], aos q#s
atribuida atividade de incremento na proliferagédinfocitos [31]. Além disso, a estimulacdo de m&gos a
producdo de citocinas capazes de amplificar a st@pionune humoral pode ser um mecanismo de acéo
envolvido [32]. Analises por cromatografia liquida alta eficiéncia (HPLC) indicam que a prépolisrnoian
possui em sua constituicdo uma maior concentrag@oithpostos fendlicos, quando comparada a proparie
(Fischer, 2009, comunicacéo pessoal). Isso podephlicar a maior atividade imunoestimulante obsgavaesse
estudo com o uso da propolis marrom.

Outro parametro analisado nesse experimento foipeessdo de mRNA para INF-pela técnica de
RT-PCR, para avaliar a influéncia da prépolis s@resposta imune celular. Com relagéo ao CP\pdesivel
constatar que a prépolis verde ndo incrementou pressdo de mMRNA para INFde CPV em nenhum
tratamento, quando comparada aos controles pasitivma possivel explicacdo para esses resultadis quo
obtida ao se analisar os dados obtidos por Strf&¥eique concluiram que a administracdo de vaainaltiplas
em caninos promove uma troca transitoria no balamgee a imunidade humoral e celular. Esses autores
observaram incremento na resposta humoral (auntergmiveis séricos de IgG) associado ao decréseano
resposta celular (diminui¢cdes significativas naidéide mitégena de células T em resposta a fitobkriaina
(PHA), funcdo de neutréfilos e concentracdo séeaeopterina). Por outro lado, propolis marrormadou a
resposta celular nos animais inoculados com 0,30%10 TCIDs, dos antigenos. Esses resultados estédo de
acordo com aqueles obtidos por Fischer et al. (200jue demonstraram que a associacao de promotis ¢
SuHV-1 estimulou a producao de INFNo entanto, é interessante notar que 400 pgili®sxtrato aquoso de
prépolis marrom co-administrado com 1,5 XTCIDs,da vacina estimularam de forma significativa a ostp
humoral, destacando-se dos demais tratamentos)anasstimularam a resposta celular.

O RT-PCR avaliando a expressdo de mRNA parajiNBpecifico para CCoV revelou propriedade
adjuvante da prépolis verde nas concentracdes7@ee03,0x10 TCIDs, dos antigenos e da prépolis marrom na
dose de vacina de 3XATCIDs, Portanto, nessas condicdes, as amostras de israfibzadas estimularam a

resposta celular contra o CCoV inativado e adsoréd hidroxido de aluminio, corroborando com osodad
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obtidos por Fischer et al. [12], que comprovaraividdde estimulante do extrato etandlico de pr&peérde
associado a SuHV-1 inativado e SuHV-1 inativada @mesenca do hidréxido de aluminio.

Os resultados apresentados nesse estudo demamsimaka o extrato etandlico de prépolis verde
incrementou a resposta humoral contra o CPV e alatcetontra o CCoV, evidenciando a sua atividade
imunomoduladora. Enquanto o extrato aquoso de psopmarrom apresentou atividade adjuvante sobre as
respostas imunes humoral e celular, contra o Cle¥uatlo e o CCoV inativado, quando incorporado a uma
vacina multipla. Nosso grupo esté realizando oytestjuisas para avaliar a agdo da propolis emaelags
demais antigenos presentes na formulacdo da vawiitipla utilizada. Apds essas avaliacbes, novasdes
deverdo ser realizados em caninos. O uso da psgpadie contribuir para a eficacia de vacinas nmékigevido
a atividade estimulante tanto sobre a respostaanmumoral como celular, justificando mais pesquisessa

area.
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Figura 1. Média + desvio padrdo da absorbancia efposta imune humoral anti-CPV, em soros de
camundongos, na diluicdo 1:50, determinados poiSELI21 dias apos a terceira inoculacdo. Comparagéo
estabelecida entre grupos que receberam a mesnm@&nt@gdo de antigenos, com e sem propolis. Ag:
antigenos; Ag + PV: antigenos co-administrados 40t ug/dose de propolis verde; Ag + PM: antigerms ¢
administrados com 400 pg/dose de prépolis marrd@®Id, (doses infectantes para 50% dos cultivos celufares

25 ul). (n=10) * p<0,05
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Figura 2: Média + desvio padrao da absorbancia g&aV dos soros dos camundongos, na diluicdo 1:50,
determinados por ELISA, 21 dias apés a terceiraulagdo. Comparacdo estabelecida entre grupos que
receberam a mesma concentracdo de antigenos cem erépolis. Ag: antigenos; Ag + PV: antigenos co-
administrados com propolis verde; Ag + PM: antigeoo-administrados com propolis marrom. TgMtloses

infectantes para 50% dos cultivos celulares / 25(p+10) * p<0,05
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Figura 3: Produtos de RT-PCR em gel de agarosdtaptas da amplificacdo de mRNA para IFNde
esplenécitos de camundongos coletados 30 dias apésceira inoculacdo de vacina com ou sem prapolis
Quarenta e oito horas ap0ds estimulacdo com 0,1 d¢APV: INF-y — 1, GeneRuler 100 pb DNA Ladder Plus
(Invitrogen); 2, 0.75 x10TCDIs, de vacina; 3, 0.75 x2dCDIs, de vacinamais 400 pg de prépolis verde; 4,
0.75 x16 TCDIso de vacina mais 400 pg de prépolis marrom; 5, 1.5%X0DIs,de vacina; 6, 1.5xfaCDIs,de
vacinamais 400 pg de prépolis verde; 7, 1.5XICDIs, de vacinamais 400 pg de prépolis marrom; 8, 3%10
TCDlsode vacina; 9, 3x10TCDIs, de vacinamais 400 pg de propolis verde; 10, 3XICDIs, de vacinamais

400 pug de prépolis marrom.
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Figura 4: Produtos de RT-PCR em gel de agarosdtaesms da amplificacdo de mRNA para IFNde
esplenécitos de camundongos coletados 30 dias apésceira inoculacdo de vacina com ou sem prapolis
Quarenta e oito horas apés estimulacdo com 0,1dé@CoV: INFy — 1, GeneRuler 100 pb DNA Ladder Plus
(Invitrogen); 2, 0.75 x1UTCDIs, de vacina; 3, 0.75 x2d'CDIs, de vacinamais 400 pg de prépolis verde; 4,
0.75 x16 TCDIs,de vacina mais 400 pg de prépolis marrom; 5, 1.5%0DI5, de vacina; 6, 1.5xf0CDIs,de
vacinamais 400 pg de propolis verde; 7, 1.5XICDIs, de vacinanais 400 pg de prépolis marrom; 8, 3%10
TCDIs, de vacina; 9, 3x10TCDIs, de vacinamais 400 p1g de propolis verde; 10, 3%ICDIg, de vacinanais

400 pug de prépolis marrom.



5 CONCLUSOES

- Os extratos etandlico de propolis verde e aquoso de propolis marrom atuaram
como moduladores do sistema imunoldgico.

- A associacdo de extrato etanolico de propolis verde a uma vacina mudltipla
incrementou a resposta humoral contra o CPV atenuado e a celular contra o CCoV
inativado.

- A associacdo de extrato aquoso de propolis marrom com uma vacina mdultipla
propiciou incremento nas respostas imunes humoral e celular de camundongos
contra o CPV atenuado e o CCoV inativado.

- Os extratos de propolis verde e marrom utilizados nesse experimento podem
contribuir para a eficacia de vacinas multiplas devido a atividade adjuvante sobre as
respostas imunes humoral e celular.
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