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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade adjuvante imunoestimulatéria do extrato aquoso de
prépolis marrom (EAPM) quando associado a uma vacina contra parvovirus canino (CPV) e
coronavirus canino (CCoV), com relacéo a producao de IFN-y. Camundongos foram vacinados com
CPV e CCoV (3,0x10° TCDIso) em associa¢do ou ndo com 400 pg/dose de EAPM. Trinta dias apos
a terceira dose foi realizado cultivo de esplendcitos para mensuracdo dos niveis de expressdo de
MRNA para IFN-y nos animais imunizados. O aumento nos niveis de expressdo de mRNA para
IFN-y para CCoV nos esplendcitos dos camundongos inoculados com a vacina contendo 400
ug/dose de EAPM foi evidenciado por RT-PCR, demonstrando a capacidade da propolis em
estimular a resposta imune celular contra os antigenos desse virus. Ao contrério, os niveis de IFN-y
para CPV néo sofreram influéncia da presenga do EAPM.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the imunnostimulatory adjuvant capacity of water extract
from brown propolis (WEBP) when added to a vaccine against canine parvovirus (CPV) and canine
coronavirus (CCoV), regarding the production of IFN-y. Mice were vaccinated with CPV and
CCoV (3.0 x 10° TCIDso) with or without 400 pg/dose of WEBP. Thirty days after the third dose,
splenocytes were cultured to measure the expression levels of IFN-y mRNA in the immunized
animals. Increased levels of IFN-y mRNA expression for CCoV were evidenced by RT-PCR, in the
splenocytes of mice inoculated with the vaccine containing 400 ug/dose of WEBP, demonstrating
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the ability of propolis to stimulate cellular immune responses against the antigens of this virus. In
contrast, the levels of IFN-y to CPV were not influenced by the presence of WEBP.
Keywords: adjuvant; canine coronavirus; canine parvovirus; propolis; vaccine.
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Introducéo

Gastroenterites em cdes jovens e debilitados sdo, muitas vezes, associadas a infeccdes por
parvovirus canino (CPV) e/ou coronavirus canino (CCoV)% 2. A protecdo é possivel mediante o
uso de vacinas que estimulem uma imunidade eficiente e duradoura, por meio da combinacéo de
respostas imunologicas humoral e celular contra 0 CPV e o CCoV. Contudo, alguns estudos
demonstram a baixa eficacia de algumas vacinas inativadas em reduzir a dissemina¢do do CCoV
nas fezes de cées, apos contato com o virus®. Além disso, ha trabalhos que evidenciam a existéncia
de uma grande proporcdo de cdes vacinados para CCoV e CPV soronegativos ou com titulos de
anticorpos abaixo do considerado protetor, indicando falha na imunizacdo®®. Por conseguinte,
busca-se a identificacdo de novas substancias que, associadas as vacinas, sejam capazes de resultar
na estimulacdo de uma resposta imunitaria adequada, conferindo protecdo contra essas
enfermidades(”. Nesse sentido, a propolis vem despertando o interesse dos pesquisadores devido a
acdo imunomodulatoria descrita® 9,

A prépolis é um material resinoso coletado pelas abelhas a partir dos exsudatos das plantas, que se
transforma na presenca de enzimas das abelhas. Sua cor varia do verde, vermelho ao marrom
escuro®. No geral, mais de 300 substancias ja foram identificadas como constituintes da
propolis™?, das quais se destacam os polifendis, tais como os flavondides, &cidos fendlicos e seus
ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas?. Diversas propriedades bioldgicas como a anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antitumoral® j& foram descritas. A sua capacidade imunomoduladora, agindo
como adjuvante vacinal, tem sido analisada em alguns estudos. Segundo Fischer et al.®, a propolis,
quando usada em conjunto com vacinas de Herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), é capaz de aumentar
a porcentagem de animais protegidos contra o desafio com uma dose letal, mediante a maior
estimulacdo de resposta imune celular, evidenciada pelo aumento na expressao de mRNA para
interferon gama (IFN-y).

Este trabalho descreve a avaliacdo de efeito adjuvante vacinal do extrato aquoso de prépolis
marrom em uma vacina multipla contendo CPV e CCoV, por meio da mensuracdo da producédo de
mRNA para IFN-y, como forma de analisar a resposta celular induzida apds vacinagéo.

Material e Métodos

A propolis marrom foi disponibilizada pela Apis Nativa Produtos Naturais Industria e Comercio
Ltda. (Brasil). O extrato aquoso foi obtido apds trituracdo e extracdo feita em &gua destilada a 70 °C
sob agitacdo, por 12 horas. Apos filtragdo, o extrato aquoso foi liofilizado (Edwards High VVaccum).
A matéria seca obtida foi ressuspendida em meio essencial minimo (DMEM, SIGMA), numa

Cienc. anim. bras. v.16,n.2, p. 235-242 abr./jun. 2015



Efeito do extrato aquoso de propolis marrom... 237

concentracéo final de 100 mg/mL, e esterilizada em filtro Millipore (22 micras).

Foram utilizados 90 camundongos Swiss (Mus musculus) fémea, com quatro a seis semanas de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Os animais
permaneceram isolados, em ambiente controlado com temperatura entre 22-24 °C, recebendo
comida e agua ad libitum A eutanasia seguiu as normas estabelecidas pela resolucdo de numero 714,
de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria®. A conducio do
experimento se deu em junho de 2008.

Uma vacina comercial contendo antigenos multiplos para caninos foi utilizada para avaliacdo do
efeito imunomodulador da resposta celular (adjuvante) do extrato aquoso de propolis marrom. A
vacina continha sete antigenos vivos atenuados, incluindo o parvovirus canino (CPV), e um diluente
contendo o antigeno de coronavirus canino (CCoV), inativado por irradiacdo ultravioleta e
adsorvido ao hidréxido de aluminio. Os camundongos foram divididos aleatoriamente em 9 grupos
de dez animais. Os grupos 1, 2 e 3 (controles negativos), foram inoculados com solucdo salina
tamponada (PBS) acrescida de 400 pg/dose de propolis marrom. Os grupos 4, 5 e 6 receberam
apenas vacina comercial contendo 3,0x10° TCDIso (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares). Os animais dos tratamentos 7, 8 e 9 receberam doses da vacina (3,0x10® TCDlsp)
acrescidas de 400 pg/dose do extrato aquoso de propolis marrom. Foram realizadas trés inoculagdes
por via subcuténea, com intervalo de 30 dias, na regido pré-escapular. Trinta dias ap0s a terceira
inoculacédo, quatro animais de cada grupo foram eutanasiados e esplenectomisados, e o cultivo de
esplendcitos foi realizado para mensuragdo dos niveis de expressao de mRNA para IFN-y.

Os niveis de expressio mMRNA IFN-y nos esplenocitos dos camundongos foram usados como
parametros para avaliacdo da resposta imune celular, metodologia ja utilizada em outros estudos
semelhantes® ). Os esplendcitos foram processados de acordo com Bastos et al.*%. Em suma, um
“pool” de esplendcitos foi obtido a partir do bago de quatro animais de cada tratamento, 30 dias
apos a terceira inoculacdo. Apds a lise dos eritrécitos com cloreto de aménio (NH4CL — 0,85%), 0s
esplendcitos foram semeados numa concentragdo de 107 células/mL em DMEM (SIGMA, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SIGMA, EUA), em placa de cultivo celular com 96
cavidades. Ap06s 24 horas de incubagdo a 37 °C em ambiente com 5% de CO3, 0 sobrenadante foi
removido e as células estimuladas em quadruplicata com DMEM (controle negativo), 0.1 MOI
(multiplicidade de infec¢dao) de CPV, 0.1 MOI de CCoV ou 5 pg/mL de Concanavalina A (controle
positivo). Quarenta e oito horas apds a estimulacdo, as células foram congeladas em Trizol
(Invitrogen) para extracdo de RNA total, de acordo com protocolo do fabricante. A sintese de
cDNA foi realizada com 5 pg de RNA total em uma reagdo de 25 uL, contendo 0,5 pL (150 ng) de
random primers (Invitrogen), 1 pL de trifosfato de desoxinucleosideo (ANTP — 10 mM), “first
strand buffer” 1x (Invitrogen), 0,1 M DTT, 40 U de “RNaseOUT” (Invitrogen) e 50 U da enzima
transcriptase reversa M-MuLV (New England Biolabs), segundo metodologia previamente descrita
por Ulett et al.!®. As amostras foram, entéo, incubadas a 25 °C por 10 minutos, seguido de 42 °C
durante 50 minutos e 70 °C por 15 minutos, em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. O
cDNA resultante foi armazenado a -20 °C. As reagdes de PCR foram executadas com 2 pL de
cDNA, 200 uM de dNTPs, tampao da enzima Taq 1x, 1.5 U da enzima Taq DNA polimerase
(Ludwig Biotec), 1 uM de cada primer, MgCI2 (1.5 mM), além de 4gua livre de RNase (Gibco-
BRL), em um volume final de 25 pL. Os parametros usados para a PCR foram os seguintes: 95 °C
por dois minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 °C durante 50 segundos, 60 °C por 50 segundos e 72
°C por um minuto, com extensdo final de 72 °C por sete minutos. Os primers utilizados® foram
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sintetizados por MWG-Biotech Inc. (USA): IFN-y “forward” 5’-
AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG,; IFN-y “reverse” 5’-
GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG; B-actina “forward 5’-
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC; B-actina “reverse” 5-

TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG. Reagoes de PCR usando primers para B-actina, bem
como reaces sem cDNA foram realizadas como controle. Os produtos da PCR foram visualizados
sob luz ultra-violeta, apos eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio.

A avaliacdo da expressdo de mRNA para IFN-y e B-actina foi realizada mediante a comparacgao
entre as intensidades das bandas obtidas. Dados de densitometria para as intensidades de bandas foi
gerado por analise das imagens de gel sobre o programa ImageJ® (Rasband, W.S., ImageJ, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 1997-2014). As areas dos picos
correspondentes aos valores de densitometria obtidas pelo programa reproduzem efetivamente as
intensidades das bandas obtidas em cada amostra.

Resultados e Discussao

A relacdo positiva entre o titulo de anticorpos no soro do animal e o nivel de protecdo contra
algumas infeccdes ja foram estabelecidas®; no entanto, embora componentes da resposta imune
inata e anticorpos possam neutralizar virions livres e destruir células infectadas, as respostas
imunoldgicas mediadas por células tém se mostrado fundamentais para a eficaz resolucdo de
infeccBes virais®”). Uma forma de mensurar a resposta celular induzida por uma vacina é avaliando
a producdo de IFN-y, conhecido também como interferon imune, pelos linfocitos. O IFN-y age
como potente ativador de macréfagos induzindo-os na secre¢do de 6xido nitrico e citocinas, ativa
neutrofilos, células natural killers e células endoteliais vasculares, e atua diretamente sobre os
linfocitos B e T, estimulando a diferenciagéo celular e promovendo a atividade das células Th1(®),
O uso de vacinas associadas a imunoestimulantes vem sendo avaliado como uma abordagem
inovadora no desenvolvimento de novos tipos de adjuvantes™®. Nesse sentido, quando utilizada
junto a uma vacina, a prépolis pode aumentar a seguranca da vacina associada, aumentando o seu
indice de protecdo e reduzindo a concentracdo da dosagem 6tima®?. O adjuvante ideal precisa ser
estavel, biodegradavel, com baixo custo e deve promover uma resposta imune celular e ou humoral
apropriada, dependendo do tipo de protecdo requerida®®. Alguns estudos mostraram que a propolis
é capaz de agir como adjuvante imunoestimulante, tendo capacidade de melhorar a resposta imune.
Seus componentes aumentaram os titulos de anticorpos neutralizantes®?, ativaram a fagocitose,
aumentaram os niveis de IFN-y e o nimero total de linfocitos®® 24, A potencialidade como
adjuvante da propolis também foi demonstrada em uma vacina de DNA®®,

No presente estudo, a adigdo do extrato aquoso de propolis marrom (400 pg/dose) & vacina ndo
resultou em um aumento na expressdo de mRNA para IFN-y para o CPV nos esplendcitos dos
camundongos vacinados (Figura 1). Contudo, como demonstrado na Fig. 2, 0s niveis de expressao
de mRNA para IFN-y foi maior nos camundongos estimulados com CCoV quando vacinados com
a adicdo do extrato aquoso de propolis, fato evidenciado pela maior intensidade da banda obtida.
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Figura 1: A - Produtos de RT-PCE. em gel de agarose resultantes da amplificacio de mRMNA para
IFN-yv de esplenocitos de camundongos, coletados 30 dias apos a terceira dose de vacina com ou
sem propolis. Analise 48 horas apos estimulacio com 0,1 MOI de CPV: 1, GeneRuler 100 pb DNA
Ladder Plus (Invitrogen); 2, 3x10% TCDIsp de vacina: 3, 3x10% TCDIso de vacina acrescida de 400
ug de propolis marrom. B — Analise densitomeétrica das bandas obtidas pelo programa Image]E.
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Figura 2: A - Produtos de RT-PCE em gel de agarose resultantes da amplificacio de mRNA para
IFN-v de esplendcitos de camundongos, coletados 30 dias apos a terceira mnoculaco de vacina com
ou sem propolis. Analise 48 horas apos estimulacio com 0,1 MOI de CCoV: 1, GeneRuler 100 pb
DNA Ladder Plus (Invitrogen): 2. 3x10% TCDIsp de vacina: 3, 3x10 TCDIso de vacina acrescida de

400 pg de propolis marrom. B — Analise densitomeétrica das bandas obtidas pelo programa
Image]®.

O mecanismo de acdo que a propolis exerce sobre as células do sistema imune ainda ndo foi
completamente elucidado; no entanto, sabe-se que seus diferentes compostos agem de diversas
maneiras®®. Destaca-se a importancia dos polifencis®®”, que estimulam a proliferagdo de linfdcitos,
e dos flavondides, que incitam a produgdo de algumas citocinas responsaveis pela mitose de
linfocitos, tais como interleucina 1 (IL-1) e interleucina 2 (IL-2)®. No entanto, de acordo com os
resultados obtidos, supde-se que a prépolis direciona o sistema imune para um tipo de resposta
conforme o antigeno presente na vacina. Ferreira et al.() ja descreveram essa possibilidade quando
identificaram um aumento na producdo de anticorpos para CPV e nenhum acréscimo para CCoV,
apos usar um outro tipo de extrato de propolis como adjuvante vacinal. Considera-se que o sistema
imune pode gerar diferentes respostas de acordo com o tipo de antigeno apresentado, sendo a
diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ em consequéncia da apresentacdo das células apresentadoras
de antigeno e das citocinas secretadas no momento. A diferenciacdo em linfdcito Thl é responsavel
por gerar a resposta imune celular, e a diferenciacio em Th2 pela resposta imune humoral®®; além

Cienc. anim. bras. v.16,n.2, p. 235-242 abr./jun. 2015



240 FERNANDES, M.H.V. et al.

disso, os linfécitos ainda podem se diferenciar em Th17, que contribuem na resposta a doencas
auto-imunes e alergias®, e Treg, essenciais para a manutencdo da tolerancia periférica e para
limitar as respostas inflamatdrias excessivas®V. Dessa forma, é possivel que a propolis combinada
com 0s antigenos de CCoV inativados presentes na vacina seja capaz de estimular a diferenciacédo
de células T CD4+ em, principalmente, células Th1, que s&o as principais células responsaveis pela
secrecdo de IFN-y, agindo primordialmente na resposta imune celular, enquanto os antigenos de
CPV, que sdo atenuados, combinados com a propolis induzam a outro tipo de resposta imune. E
possivel que essa influéncia ocorre devido a estimulacdo de determinadas moléculas receptoras
presentes nas células apresentadoras de antigenos, capazes de conduzir antigenos especificos para
determinado tipo de apresentacdo, podendo ser exdgena ou enddgena, influenciando o tipo de
resposta a ser formado®?,

Conclusoes

Os resultados encontrados nesse estudo demonstram atividade adjuvante do extrato aquoso de
propolis marrom frente ao CCoV quando associado a uma vacina mdltipla administrada em
camundongos. Esse efeito imunoestimulatério foi claramente percebido devido ao aumento nos
niveis de IFN-y, citocina que evidencia 0 aumento da imunidade celular. O extrato ndo foi capaz de
aumentar os niveis de IFN-y para CPV nos esplendcitos dos camundongos vacinados, sugerindo
que a acdo imunoestimulatéria da prépolis depende do tipo de antigeno usado. O uso da prépolis
como adjuvante imunoestimulador pode contribuir para a gera¢do de vacinas capazes de produzir
protecdo eficiente contra agentes infecciosos virais frequentes causadores de doenca em cées, tal
como o coronavirus canino (CCoV), sendo que as atuais vacinas comerciais sao de eficécia relativa.
Novos estudos sdo necessarios para avaliar em caninos a resposta do extrato de propolis marrom
como adjuvante vacinal.
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