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1. INTRODUCAO

A melitina é um peptideo que esta presente no veneno de abelhas
meliferas (DEMPSEY, 1990) e corresponde a aproximadamente 50% do seu peso
seco (CRUZ-LANDIM, 2002). Melitina apresenta atividades farmacoldgicas e
antimicrobianas conhecidas (OREN, 1997), porém com relato de toxicidade por se
ligar a membranas lipidicas elevando a permeabilidade com consequente
rompimento (SUBBALAKSHMI, 1999), além de aumentar os niveis de estresse
oxidativo (HAN, 2002). Seus efeitos sobre a resposta imune ainda ndo estdo
totalmente elucidados, uma vez que ha uma escassez de estudos com relacao a
sua atividade sobre o sistema imunologico. Dessa maneira, 0 objetivo do presente
trabalho foi verificar a atividade imunomoduladora sobre a resposta imune
adquirida de animais inoculados com vacinas oleosas e inativadas contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) acrescidas de melitina.

2. METODOLOGIA

Para confeccdo das vacinas contra herpesvirus bovino tipo 1, o virus com
titulo de 107° CCID50/25 foi diluido 1:100 e entdo foi inativado com 1% de
bromoetilenamina (2M) sob agitacdo a temperatura ambiente por 12 horas. A
vacina foi confeccionada a partir da emulsificacdo da suspenséo viral (50%) com
o adjuvante oleoso (50%). Para realizacdo do estudo foram adicionadas a vacina
diferentes doses de melitina: 0.25, 0.5, 1.0 e 1.5 mg/kg e apos foi feita a
emulsificacao.

Os animais utilizados para realizacdo do estudo foram camundongos
fémeas da linhagem BALB/C com 10 semanas de vida e massa corporea média
de 26 gramas. Esses animais foram divididos em seis grupos de 10 animais cada:
grupo controle negativo (PBS), controle positivo (vacina sem melitina), grupo 1
(vacina + melitina 0,25 mg/kg), grupo 2 (vacina + melitina 0,5 mg/kg), grupo 3
(vacina + melitina 1 mg/kg) e grupo 4 (vacina + melitina 1,5 mg/kg). Os animais
foram imunizados com 0,2 mL da respectiva vacina por via intramuscular em duas
aplicacdes com intervalo de 21 dias entre elas (dias O e 21). As coletas de sangue
foram realizadas pelo plexo venoso retro-orbital nos dias 0 (dia da primeira
vacinacgdo), 21, 42 e 63, configurando a primeira, segunda, terceira e quarta
coletas, respectivamente. O sangue coletado foi centrifugado (1500rpm) por 10
minutos e o soro obtido foi congelado a temperatura de -20°C até o uso.

O meétodo de analise utilizado foi o ensaio imuno-enzimatico (ELISA
indireto), conforme descrito por LEITNER et al. (2011), com algumas alteracoes.
Para realizac&o do teste foram utilizadas placas de 96 cavidades (COSTAR-USA)
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qgue foram previamente sensibilizadas com 100 pL de suspenséao viral (BoHV-1)
durante 2 horas a temperatura de 37°C. Ap@s, as placas foram lavadas trés vezes
com solucdo de PBS-T (tampédo fosfato salino acrescido de Tween 20) e
imediatamente submetidas ao bloqueio, adicionado 100 pL de solucao de leite em
po a 5% por cavidade durante 30 minutos a 37°C. Novamente foi realizada a
lavagem das placas com PBS-T e entdo foram adicionados os soros dos
camundongos (100 uL por poco), na diluicdo de 1:40 para pesquisa de IgG. As
placas foram incubadas por 90 minutos a 37°C. Apés trés lavagens com PBS-T foi
adicionado anticorpo conjugado anti-camundongo (SIGMA-USA), diluido a
1:10000. As placas foram novamente incubadas por 60 minutos a 37°C.
Finalmente as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e entdo receberam a
substéancia de revelacdo OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride - 195 SIGMA
- USA), sendo mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos sob abrigo da luz.
A reacéo foi interrompida com a utilizacdo de 50uL por cavidade de solugéao de
acido sulfarico 2M. A leitura de absorbancia foi realizada em leitor de microplacas
TP-Reader (Thermoplate) utilizando comprimento de onda de 492nm. Os testes
foram realizados em triplicata.

A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia com
comparacao entre médias pelo teste de Tukey, adotando uma significancia de
95% do software Bio Estat versao 5.3. Este estudo foi aprovado pelo comité de
ética em experimentacado animal, processo numero 23110.007393/2014-44.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na figura 1 que as duas maiores concentracfes de
melitina (1 e 1,5 mg/kg) diferiram do controle positivo (p<0,05), produzindo
menores titulos de anticorpos. As duas menores concentracbes (0,25 e 0,5
mg/kg), em todas as coletas, ndo diferenciaram estatisticamente do controle
positivo. Dessa maneira conforme a concentracdo de melitina aumentou, houve
uma diminuicdo na producéo de anticorpos.
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Controle negativo (PBS), controle positivo (vacina sem melitina), grupo 1 (vacina+0,25 mg/kg
de melitina), grupo 2 (vacina+0,5 mg/kg de melitina) + grupo 3 (vacina + 1 mg/kg de melitina) +
grupo 4 (vacina + 1,5 mg/kg de melitina). Letras diferentes em analises de uma mesma coleta

indicam diferebca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).
Figura 1 — Producgéo de IgG em camundongos inoculados com vacinas
experimentais contra BoHV-1 contendo melitina. Analise através de ELISA
indireto.
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Segundo DEZFULI et al. (2014) a administracdo de melitina como
adjuvante a vacina contra o virus da hepatite B nas concentra¢des 2,5ug, 5ug e
10ug por dose néao influenciou a resposta imune celular ou humoral, ja que néo
houve diferenca do controle positivo (p>0,715). Em concentragbes semelhantes,
em nosso estudo também n&o houve diferenca (p>0,05) entre os grupos 1 (0,25
mg/kg, quando foi aplicado 6,5 pg de melitina por dose) e grupo 2 (0,5 mg/kg,
aplicado 13 pg de melitina por dose) com o controle positivo (vacina sem
melitina).

KING et al. (1998) constataram que camundongos que foram expostos a
fracbes da molécula de melitina (10-30 pL intranasal e 50-150uL subcutanea) e
apos a molécula inteira, obtiveram reducao tanto da resposta imune celular como
humoral. No presente trabalho também foi verificado que em doses a partir de 26
png de melitina (grupo 3), houve supressdo da producdo de IgG diferindo do
controle positivo (p<0,05). Porém, apos 42 dias da ultima vacinagdo apenas 0s
animais do grupo 4, que receberam vacinas contendo 39 pg de melitina,
continuaram com supressdo dos titulos de 1gG (p<0,05). Na ultima coleta, os
animais do grupo 3 igualaram-se ao controle positivo e aos animais dos grupos 1
e 2 (p>0,05).

Contudo, BRAMWELL et al. (2003) demonstrou que 4ug de melitina
utilizada como adjuvante em uma vacina intranasal contra tétano e difteria
proporcionou um aumento no niumero de anticorpos e na longevidade da resposta
imune, quando comparado ao controle positivo. Esses resultados diferem dos
encontrados nesse estudo, uma vez que nao foi observado elevacao dos titulos
de anticorpos além dos encontrados no controle positivo, em funcao do acréscimo
de melitina & vacina.

Com base nos resultados obtidos foi possivel observar que a melitina agiu
como fator imunossupressor nos animais que receberam doses acima de 1mg/kg,
dessa maneira o uso da melitina poderia auxiliar em tratamentos contra doencas
auto-imunes, por exemplo, nas quais é necessario que haja um controle da
atividade imunolégica que, nesses casos, € indesejavel.

4., CONCLUSOES

A melitina em concentracdes a partir de 1mg/kg, quando adicionada a uma
vacina oleosa e inativada, deprimiu a producédo de 1gG, porém 42 dias apos a
dltima vacinacao, apenas a vacina contendo 1,5 mg/kg de melitina apresentou
menores titulos de IgG.
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