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1. INTRODUCAO

O Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5) é um membro da familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV,
2015). E transmitido pelo contato direto entre animais infectados, e ap0Os a
infeccdo inicial, estabelece infec¢do latente nos ganglios nervosos sensoriais,
fazendo do animal, portador pelo resto de sua vida, e permitindo que o virus seja
reativado durante periodos de estresse ou imunossupressdao (HENZEL, et al.,
2019). O BoHV-5 estd associado a casos de doenca neuroldgica, conhecida
como Meningoencefalite Herpética Bovina, que afeta o sistema nervoso central de
bovinos (ZAJAC et al.,, 2010). Essa enfermidade traz implicagdes econdmicas
para a pecuaria nacional devido ao impacto que causa ha saude animal e pelos
indices de mortalidade, que podem chegar a 100% (NEWCOMER; WALZ;
GIVENS, 2014).

As vacinas inativadas sdo o método de prevencdo mais utilizado para
controlar a disseminagdo do virus e prevenir a doenca associada a ele, sendo
mais seguras pelo fato do agente nado ter potencial replicativo e ndo possuir
capacidade de reverter a forma virulenta (SILVA, et al., 2007). Entretanto, essas
vacinas necessitam de adjuvantes, substancias capazes de estimular uma
resposta imune adequada, prolongar a duracédo da protecdo e minimizar reacoes
adversas, para potencializarem sua ac¢éo (SPICKLER; ROTH, 2003).

A propolis € uma substancia resinosa natural coletada pelas abelhas,
oriunda de varias fontes vegetais e transformada por meio da adicdo de cera,
polen e produtos do proprio metabolismo desses insetos em uma substancia com
propriedades bioativas que possui agao antiviral e imunomoduladora (FISCHER et
al., 2008). O objetivo deste trabalho foi testar a acdo adjuvante de um extrato de
prépolis verde brasileira em uma vacina inativada, utilizando como modelo
antigénico o Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHV-5) e animais da espécie ovina
como modelo experimental.

2. METODOLOGIA
No experimento foram utilizados 30 ovinos sorologicamente negativos para
BoHV-5 e BVDV (Virus da Diarreia Viral Bovina), oriundos do Centro
Agropecuario da Palma, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os animais
foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (Tabela 1).
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Tabela 1. Grupos e composi¢cdes vacinais para a avaliagdo do potencial adjuvante de um
extrato hidroalcoélico de prépolis verde em uma vacina inativada

Grupo . N° de
. Composicao L
Experimental animais
" Antigeno + hidréxido de aluminio + meio
Controle positivo 6

essencial minimo
Controle negativo  PBS 6
Antigeno + extrato hidroalcodlico de prépolis 60

Tratamento 1 . ) . 6
mg/mL + meio essencial minimo

Tratamento 2 Antigeno + e2<tr'ato hldroalgo.ollco de propolis 60 6
mg/mL + hidréxido de aluminio

Tratamento 3 Antigeno + extrato hidroalcoodlico de propolis 30 6

mg/mL + hidréxido de aluminio

A cepa R.P. de BoHV-5, pertencente ao Laboratério de Virologia e
Imunologia (Labvir) da UFPel, foi utilizada como antigeno nas vacinas. O antigeno
foi produzido segundo metodologia conhecida (FISCHER et al., 2010) e a
suspensao viral foi inativada de acordo com protocolo descrito por Silva et al.
(2004). Utilizou-se um titulo de 10’ DICCso/mL para a producao das vacinas.

O hidroxido de aluminio (Al(OH)3) 4,3% foi utilizado como adjuvante padrao
no experimento. O extrato hidroalc6olico de prépolis foi produzido no Laboratério
de Processos de Separacdo do IFRS-Campus Sertdo, Sertdo-RS, seguindo o
protocolo de extracdo proposto por Picoli et al. (2016), a partir de uma amostra de
prépolis verde brasileira bruta, cedida gentiimente pela empresa MN Propolis,
Mogi das Cruzes-SP.

Apoés o preparo das vacinas os animais foram inoculados em trés doses
vacinais, pela via intramuscular, com intervalo de 21 dias (dias 0, 21 e 42), e
coletas de sangue foram realizadas em tubos com ativador de coagulo Firstlab®
nos dias 0 e 63 ap0ds a primeira vacinacao.

O sangue coletado dos animais em experimento foi enviado ao Labvir e
processado através de centrifugacdo a 3.000 rota¢des por minuto (rpm) durante 5
minutos para a separacdo e coleta do soro sanguineo. Posteriormente os soros
foram submetidos ao teste de soroneutralizacdo (FISCHER et al., 2007) para
determinar o titulo de anticorpos neutralizantes compreendido nas amostras.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a realizagdo da técnica de soroneutralizagéo, avaliou-se os titulos de
anticorpos neutralizantes em diferentes grupos de animais para compreender 0s
efeitos de tratamentos especificos. Inicialmente, estabeleceu-se um grupo de
controle positivo, composto por seis animais, em que trés deles demonstraram um
titulo de anticorpos neutralizantes 2. Em contrapartida, o grupo controle negativo
(PBS), consistiu em seis animais que ndo apresentaram nenhum titulo detectavel
de anticorpos neutralizantes. Através desses dois primeiros grupos foi possivel
estabelecer uma referéncia inicial para a presenca ou auséncia desses
anticorpos.

Em relacdo aos tratamentos, implementou-se trés abordagens diferentes:
no Tratamento 1, que o extrato hidroalcodlico de prépolis verde foi associado ao
antigeno sem hidréxido de aluminio, néo foi observado nenhum titulo significativo
de anticorpos neutralizantes (Figura 1). Isso sugere que o tratamento em questao
nao teve efeito na producdo desses anticorpos. Ja no Tratamento 2, em que 0
antigeno foi associado a 60mg/mL de extrato hidroalcodlico de propolis verde e ao
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hidroxido de aluminio, notou-se um aumento no titulo de anticorpos
neutralizantes, com dois animais atingindo um titulo 4 e trés animais com titulo 2
(Figura 1). Isso indica que esta abordagem teve efeito positivo na producao de
anticorpos neutralizantes. Por fim, no Tratamento 3 (antigeno + extrato
hidroalcoolico de prépolis 30 mg/mL + hidroxido de aluminio), observou-se um
resultado intermediario, com um animal alcancando um titulo 4 e dois animais
com titulo 2 (Figura 1). Isso sugere que esta abordagem também influenciou
positivamente a producdo de anticorpos neutralizantes, embora em menor grau
em comparacédo com o Tratamento 2.

Essa variacdo nos resultados pode ser atribuida a diferenca na quantidade
de extrato hidroalcodlico aplicada nos grupos 2 e 3. A concentracdo de 60 mg/mL
(Tratamento 2) mostrou-se ter sido mais eficaz na estimulacdo de producao de
anticorpos e consequentemente possuir maior potencial adjuvante, em relacédo a
concentragéo de 30 mg/mL (Tratamento 3).
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Figura 1. Titulo de anticorpos neutralizantes induzidos por vacinagdo contra o BoHV-5 no dia 63
apos a primeira vacinacao. Tratamento 1 (antigeno + extrato hidroalcéolico de propolis 60 mg/mL
+ meio essencial minimo); Tratamento 2 — (antigeno + extrato hidroalcéolico de prépolis 60 mg/mL
+ hidréxido de aluminio); Tratamento 3 — (antigeno + extrato hidroalcéolico de prépolis 30 mg/mL +
hidroxido de aluminio).

Observou-se, portanto, que a combinacdo do extrato hidroalcéolico de
propolis verde, em concentragdes de 30 ou 60 mg/mL, associado ao hidroxido e
aluminio e ao antigeno, foi capaz de induzir niveis de anticorpos notavelmente
maiores em comparagcdo aos demais grupos do experimento, em gue nao se
utilizou o extrato. Os dados indicam que a propolis possui potencial adjuvante,
levando a uma imunoestimulacdo e maior producdo de anticorpos contra o
Alphaherpesvirus bovino 5 (BoHv-5).

3. CONCLUSOES
A concentragcdo de 60 mg/mL de extrato hidroalcodlico de propolis verde,
associada ao hidréxido de aluminio, demonstrou um maior potencial adjuvante,
resultando em uma titulagcdo mais alta de anticorpos contra o0 BoHV-5.
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