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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the supplementation of ethanolic extract of propolis (EEP) in broiler chickens diets on immune responses
(humoral and cellular), weight of lymphoid organs and hematological profile. A total of 192 birds, raised in metabolism cages until the 21st day, were
distributed in a completely randomised design with six treatments, eight replicates and four birds per experimental unit. The treatments consisted of diets
containing 0; 1,000; 2,000; 3,000; 4,000 and 5,000 ppm of EEP. The inclusion of EEP gave a quadratic effect (P < 0.05) for relative weight of spleen and
cloacal bursa, with the lowest weights found at the level of 2,946 ppm and 2,985 ppm of EEP, respectively. For the relative weight of thymus no change
was observed (P > 0.05). There was no change (P > 0.05) in percentages of lymphocyte, heterophil, basophil, eosinophil and heterophil: lymphocyte
ratio with the inclusion of EEP. However, there was a reduction (P < 0.05) in the percentage of monocyte to the inclusion level of 3,000 ppm of EEP
when compared to control. The phagocytic activity of macrophages, the average number of phagocytised red cells and nitric oxide production were not
affected (P > 0.05). The interdigital response to phytohaemagglutinin showed negative linear and quadratic behavior (P < 0.05) as a function of time
and levels of inclusion, respectively, noting the smallest value of the reaction with 3,074 ppm of EEP. The birds showed a linear increase (P < 0.05) of
serum antibodies against Newcastle disease, however, when each level of inclusion was compared to the control no difference was observed (P > 0.05).
It is concluded that the addition of 1,000 to 5,000 ppm of EEP to the starter broiler diet did not have immunostimulant effect.
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RESUMEN

Este estudio evalud la suplementacién de extracto etandlico de propéleos (EEP) en dietas de pollos de engorde sobre la respuesta inmune (humoral
y celular), peso de érganos linfoides y perfil hematolégico. Se utilizaron 192 pollos de engorde, machos, criados en jaulas de metabolismo hasta los
21 dias de edad. El disefio experimental fue completamente al azar con seis tratamientos, que consistieron en diferentes niveles de inclusion de EEP
(0; 1.000; 2.000; 3.000; 4.000 y 5.000 ppm), con ocho repeticiones y cuatro aves por unidad experimental. La inclusion dietética de EEP provocé un
efecto cuadratico (P < 0,05) en el peso relativo del bazo y bolsa de Fabricio, con menores pesos en pollos suplementados con 2.946 y 2.985 ppm de
EEP, respectivamente. En el peso relativo del timo no se observé efecto (P > 0,05) de los tratamientos. La inclusion de EEP no alteré (P > 0,05) el
porcentaje de linfocitos, heterdfilos, basdfilos, eosindfilos y la relacion heteréfilo:linfocito. Hubo reduccion (P < 0,05) en el porcentaje de monocitos con
la inclusion de 3.000 ppm de EEP en comparacién al control. La actividad fagocitica de los macréfagos, niimero promedio de eritrocitos fagocitados y
produccién de 6xido nitrico no fueron alterados (P > 0,05). La reaccién interdigital a la fitohemaglutinina presenté efecto lineal negativo y cuadrético
(P < 0,05) en funcion del tiempo y de los niveles de inclusion, respectivamente, resultando en menor reaccion con el nivel de 3.074 ppm de EEP. Hubo
aumento lineal (P<0,05) de los niveles de anticuerpos séricos contra la enfermedad de Newcastle al incrementar el nivel de EEP en la dieta; sin embargo,
al comparar cada nivel de inclusién del extracto con el control no hubo diferencias (P < 0,05). Se concluye que la inclusion de 1.000 a 5.000 ppm de
EEP en la dieta inicial de pollos de engorde no demostré efecto inmunoestimulante.

Palabras clave: anticuerpo, respuesta inmune celular, respuesta inmune humoral, sistema inmune.

INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la utilizacion de antibidticos
como promotores de crecimiento en pollos de engorde se
ha constituido en un aliado importante para mejorar los
niveles de productividad y competitividad de la industria
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avicola. Estos aditivos impiden el metabolismo bacteriano
patégeno por lo que el hospedador logra reducir la compe-
tencia por nutrientes con los microorganismos, mejorando
el estatus nutricional y el rendimiento de las aves. Sin
embargo, desde la prohibicion del uso de los antibidticos
promotores de crecimiento, en 1999, se ha observado un
aumento en la incidencia de patologias digestivas y la
reduccion del desempefio de las aves en hasta 7%, lo que
ha repercutido en menor rentabilidad para el sector avicola
(Toledo y col 2007).

Para reducir las pérdidas econémicas del sector, con-
tinuamente se han estudiado alternativas nutricionales.
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Actualmente, se ha centrado la atencion especial en el
propdleos, producto producido por las abejas meliferas a
partir de resinas y balsamos retirados de las plantas, cera'y
secreciones salivares (Barth y col 1999), rico en constitu-
yentes bioquimicos como polifenoles, flavonoides, dcidos
fenolicos, aldehidos arométicos y ésteres (Park y col 2002).
Estos compuestos son capaces de potencializar elementos
del sistema inmunolégico (Fischer y col 2008), aumentan-
do la resistencia a enfermedades y evitando pérdidas en el
desempefio de los animales (Ziaran y col 2005). Los efec-
tos benéficos de estas sustancias sobre el sistema inmune
(humoral y celular) estan relacionados con la activacion
de macrdéfagos, sintesis de anticuerpos, mayor actividad de
linfocitos natural killer, aumento de peso de los érganos
linfoides, entre otros (Orsi y col 2000, Taheri y col 2005,
Fischer y col 2008, Cetin y col 2010). Ademas de estos efec-
tos directos, una serie de compuestos del propdleos pueden
actuar indirectamente sobre el sistema inmunoldgico, ya que
poseen diversas actividades bioldgicas, como antioxidante,
antiflingica, antiinflamatoria y principalmente antimicrobiana
(Fernandes Jr y col 2006, Lustosa y col 2008, Cabral y col
2009). En este contexto, el propdleos, mediante la accion
antimicrobiana, puede modular la microflora intestinal, y
de este modo, estimular y regular varios aspectos del siste-
ma inmune (Haghighi y col 2005, Fonseca y Costa 2010),
responsables de la maduracién del mismo (Chung y Kasper
2010). Se reporta que una ripida colonizacién bacteriana
después del nacimiento estd asociada a la produccién de
anticuerpos por el organismo (Suzuki y col 2007).

De esta forma, el objetivo de este estudio fue evaluar
la eficacia de la suplementacion de extracto etandlico de
propdleos (EEP) en dietas de pollos de engorde sobre la
respuesta inmune (humoral y celular), peso de 6rganos
linfoides y perfil hematolégico.

MATERIAL Y METODOS
ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 192 pollos de engorde de un dia de edad
de la linea comercial Cobb-Vantress, machos, criados
en jaulas de metabolismo hasta los 21 dias de edad. El
disefo experimental fue completamente al azar con seis
tratamientos, que consistieron en diferentes niveles de
inclusion del EEP (0; 1.000; 2.000; 3.000; 4.000 y 5.000
ppm) en las dietas, con ocho repeticiones y cuatro aves
por unidad experimental. El tratamiento control (0 ppm)
no contenia ningun tipo de aditivo. Las dietas experi-
mentales fueron formuladas para atender las exigencias
nutricionales propuestas por Rostagno y col (2005) para
las fases de 1 a7y 8 a 21 dias de edad (cuadro 1).

EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEOS

El EEP se preparé al 50% (P/V) de propdleos y alcohol
etilico. El EEP se adquirié en Maringd-PR, Brasil, y se
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Cuadro 1. Composicién porcentual y calculada de las raciones
experimentales.

Percent and calculate composition of experimental diets.

Fases (dias)

Ingredientes (%) la7 8a2l
Maiz 55,75 58,63
Harina de soya, 45% 37,04 34,39
Aceite de soya 2,20 2,51
Calcareo 0,92 0,88
Fosfato bicdlcico 1,94 1,80
Sal comun 0,40 0,40
Inerte” 0,50 0,50
DL- Metionina, 98% 0,36 0,24
L- Lisina HCI, 78% 0,35 0,19
L- Treonina, 98% 0,15 0,05
Suplemento mineral y vitaminico' 0,40 0,40
Total 100 100

Valores calculados

Proteina cruda (%) 22,04 20,79
Energia metabolizable (kcal/kg) 2950 3000
Calcio (%) 0,939 0,884
Fésforo disponible (%) 0,470 0,442
Met + Cis, dig (%) 0,944 0,814
Lisina, dig (%) 1,330 1,146
Treonina, dig (%) 0,865 0,745
Triptofano, dig (%) 0,213 0,183

' Suplemento vitaminico (contenido/kg de premezcla): Vit. A 2.916.670

Ul/kg; Vit. D3 583.330 Ul/kg; Vit. E 8.750 Ul/kg; Vit. K3 433,33
mg/kg; Vit. B1 408,33 mg/kg; Vit. B2 1.333,33 mg/kg, Vit. B12
4.166,67 mcg/kg; Niacina 8.983,33 mg/kg; Pantotenato de calcio
3.166,67 mg/kg; Acido Félico 200 mg/kg; Biotina 25 mg/kg. Su-
plemento Mineral (contenido/kg de premezcla): Hierro 12,6 g/kg;
Cobre 3.072 mg/kg; Yodo 248 mg/kg; Zinc 12,6 g/kg; Manganeso
15 g/kg; Selenio 61,20 mg/kg; Cobalto 50,40 mg/kg.

*  El extracto etandlico de propdleos fue adicionado en las raciones
en sustitucion al inerte.

! Vitamin Supplement (content/kg of premix): Vit. A 2.916.670 Ul/kg; Vit. D3
583.330 Ul/kg; Vit. E 8.750 Ul/kg; Vit. K3 433.33 mg/kg; Vit. B1 408.33 mg/
kg; Vit. B2 1.333,33 mg/kg, Vit. B12 4.166,67 mcg/kg; Niacin 8.983,33 mg/
kg; Calcium pantothenate 3.166,67 mg/kg; Folic acid 200 mg/kg; Biotin 25
mg/kg. Mineral Supplement (content/kg of premix): Iron 12.6 g/kg; Cooper
3.072 mg/kg; lodine 248 mg/kg; Zinc 12.6 g/kg; Manganese 15 g/kg; Selenium
61.20 mg/kg; Cobalt 50.40 mg/kg.

*  The ethanolic extract of propolis was added to the diets as an inert replacement.

conservé en temperatura entre 2 y 8 °C hasta el momento
de utilizacién. La determinacion de los polifenoles totales
(Singleton y Rossi 1965, Pierpoint 2004) y flavonoides
totales se realizé en el Laboratorio de Tecnologia de
Productos Agropecuarios-UEM.

PERFIL HEMATOLOGICO Y COLECTA DE ORGANOS
LINFOIDES

A los 21 dias de edad se seleccionaron seis aves de
cada tratamiento, con peso representativo (media + 5%),
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para determinar el perfil hematolégico y el peso relativo
(% del peso vivo) de los 6rganos linfoides (bolsa de
Fabricio, bazo y timo). Para determinar el perfil hema-
tolégico se prepard un frotis sanguineo en ldminas de
vidrio y se tifié con May Griinwald-Giemsa. Se realiz¢ el
conteo diferencial de linfocitos, heterofilos, eosindfilos,
monocitos y baséfilos en microscopio 6ptico con objetivo
de inmersion, calculdndose la proporcién de cada glébulo
blanco en 100 células contadas/ave.

ACTIVIDAD FAGOCITICA DE MACROFAGOS ABDOMINALES
Y PRODUCCION DE OXIDO NITRICO

Se utilizaron cinco aves por tratamiento para evaluar la
actividad fagocitica de macr6fagos abdominales, conforme
a lo descrito por Qureshi y col (1986). A los 21 dias de
edad, las aves fueron inyectadas intraperitonealmente con
Sephadex G-50® (Sigma) al 3% en solucién salina al 0,9%
(1 mL por cada 100 g de peso corporal).

Después de 42 horas, las aves se sacrificaron por disloca-
cion cervical y se realizé el proceso de limpieza (detergente
neutro) y sanitizacion (alcohol al 70%) del abdomen con
posterior inoculacién de 20 mL de PBS (tampén fosfato
salino) estéril heparinizado (0,5 U/mL marca Liquemine®-
Roche). En seguida se recolectaron aproximadamente
15 mL de este liquido abdominal, e inmediatamente fue
almacenado en tubos pldsticos mantenidos en hielo. El
material colectado se centrifugd a 1.500 rpm durante 10
minutos y el pellet obtenido fue resuspendido en 1 mL del
medio de cultivo RPMI 1640® (Sigma). Posteriormente,
se sembrd 150 pL de esta suspension celular en placas de
cultivo de 24 orificios con cubreobjetos de vidrio de 13
mm de didmetro y tras una hora de incubacién en estufa a
37 °C con 5% de CO,, se lavé cada orificio con solucién
RPMI 1640, para remover las células no adheridas. A con-
tinuacidn, las células adheridas se desafiaron con 200 uL.
de eritrocitos de carnero (suspension de 3% de eritrocitos
en medio RPMI 1640) y se incubaron nuevamente por 1
hora. Al final de la incubacién se lavo cada orificio con el
medio RPMI 1640 y se realiz6 la tincién utilizando un kit
comercial (Panético Répido LB®-Laborclin).

Después del secado y fijacion del cubreobjetos en las
Idminas de vidrio se realizé el conteo de por lo menos 200
macroéfagos, en triplicado para cada animal, observdndose
el nimero de macréfagos con eritrocitos fagocitados y el
nimero de eritrocitos en cada macréfago. La actividad
fagocitica se calculd considerando el nimero de macré-
fagos con eritrocitos fagocitados dividido por el nimero
total de macréfagos contados.

Para determinar la produccién de 6xido nitrico de los
macrofagos se realizé simultdneamente una segunda placa
que siguid los mismos pasos descritos anteriormente hasta
el segundo lavado de los orificios. Esta placa se incub6
por 24 horas a 37 °C con 5% de CO,, y se determind la
produccién de 6xido nitrico, midiéndose la concentracion
de nitritos en el sobrenadante mediante la reaccién de

Griess, conforme la metodologia descrita por Qureshi y
col (1986). Se utilizé como control positivo los macréfagos
y los glébulos rojos (M@ + hc) y como control negativo
los macréfagos (M@).

RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR CELULAS IN VIVO

Se seleccionaron seis aves de cada tratamiento a los
21 dias de edad para evaluar la respuesta inmune mediada
por células in vivo, conforme a lo descrito por Corrier y
DeLoach (1990). Las aves fueron inyectadas intradér-
micamente con 0,1 mL de fitohemaglutinina PHA-M®
(Invitrogen), entre el 3° y 4° pliegue interdigital de la pata
derecha. El mismo volumen de solucidn salina se aplico
en la pata izquierda, como control negativo. El engrosa-
miento de la piel en ambas patas se midié con auxilio de
un parquimetro digital, antes de la inoculacion y 12, 24,
48 y 72 horas después. Los resultados fueron obtenidos
por la diferencia entre la respuesta a la fitohemaglutinina
y la respuesta del control, en los diferentes tiempos.

TITULOS DE ANTICUERPOS

Las aves se vacunaron el 14° dia de vida contra la
enfermedad de Newcastle y a los 21 dias se colectaron
muestras de sangre de seis aves por tratamiento. El suero se
separd de la muestra y se utiliz6 para medir la produccion
de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle por
medio del kit de ELISA indirecto (IDEXX®). Los titulos
evaluados fueron referentes a la respuesta a la vacunacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso relativo de los érganos lin-
foides, actividad de macréfagos y titulo de anticuerpos
se sometieron a andlisis de varianza y regresion polino-
mial mediante el programa SAEG-Sistemas de Andlises
Estatisticas e Genéticas (Saeg 1997).

Los valores hematoldgicos se analizaron con el test
de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos
y las variables con distribucién normal se sometieron a
andlisis de varianza y regresion lineal simple, mientras que
las demds variables se analizaron por medio de modelos
lineales generalizados, utilizdndose distribuciéon Gamma
con funcién de ligacion inversa. Para la reaccién inter-
digital a la fitohemaglutinina también se realiz6 el test
de Shapiro-Wilk y las variables con distribucién normal
fueron sometidas a andlisis de varianza y regresion lineal
multiple, considerando el tiempo y los niveles de inclusién
del EEP, siendo los resultados presentados por medio
de un gréfico de superficie respuesta. Ambos andlisis se
realizaron mediante el programa R (R Development Core
Team 2009).

Para comparar los resultados del control y los niveles
de inclusion de EEP se utilizo el test de Dunnett al 5% de
probabilidad. Para evaluar el efecto del tiempo entre las
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diferentes mediciones mediante la reaccién interdigital a
la fitohemaglutinina se aplic6 el test de Tukey al 5% de
probabilidad.

PROTOCOLO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

El protocolo de experimentacién animal utilizado fue
previamente aprobado por el Comité de Conducta Etica para
el Uso de Animales en Experimentacién de la Universidad
Estatal de Maringd-UEM (Parecer N° 048/2010).

RESULTADOS

La concentracion de polifenoles y flavonoides totales
encontrados en el EEP fue de 357,71 mg/L y 112,72
mg/L, respectivamente. Teniendo en cuenta los niveles
de inclusién de EEP (1.000; 2.000; 3.000; 4.000 y 5.000
ppm) utilizados en el presente estudio, las aves recibieron
5,64; 11,27; 16,91; 22,54 y 28,18 mg de flavonoides por
kg de racion, respectivamente.

Se observo efecto cuadratico (P < 0,05) de los niveles
de EEP sobre el peso relativo del bazo y bolsa de Fabricio
a los 21 dias de edad, siendo estimados menores pesos
con 2.946 ppm y 2.985 ppm de EEP, respectivamente.
Sin embargo, al comparar cada nivel de EEP con el grupo
control (0 ppm) no se encontraron diferencias (P > 0,05)
en el peso relativo de estos 6rganos. Igualmente, los ni-
veles de EEP no afectaron (P > 0,05) el peso relativo del
timo (cuadro 2).

En los resultados del perfil hematoldgico se observé
que los niveles de EEP no influenciaron (P > 0,05) el
conteo de linfocitos, heterdfilos, basdfilos, eosindfilos y la
relacién heterdfilo:linfocito. Sin embargo, los pollos que
recibieron la inclusién de 3.000 ppm de EEP presentaron

menor (P <0,05) porcentaje de monocitos, comparado con
los pollos alimentados con el grupo control (cuadro 3).

La inclusion de EEP en las dietas no afect6 (P > 0,05)
la actividad fagocitica de los macréfagos, nimero de
eritrocitos fagocitados y produccién de 6xido nitrico de
los pollos de engorde a los 21 dias de edad (cuadro 4).

Para la respuesta celular interdigital cutdnea tras la
inyeccion de fitohemaglutinina, no se observo interaccién
(P> 0,05) entre los factores tratamiento y tiempo de reac-
cion. El andlisis de varianza indicé efecto del tiempo (P
< 0,05) sobre esta variable (cuadro 5). Se observo efecto
lineal (P < 0,05) en funcién del tiempo y cuadratico (P <
0,05) en funcion de los niveles de EEP. De acuerdo con la
ecuacion ajustada, el nivel de 3.074 ppm de EEP result6
en el menor valor de la reaccién (figura 1).

Los titulos séricos de anticuerpos producidos por la
vacunacién contra la enfermedad de Newcastle a los 21 dias
de edad aumentaron linealmente (P < 0,05) segiin aument6
el nivel de inclusién de EEP. Sin embargo, al comparar
los titulos de anticuerpos de las aves que recibieron las
dietas con EEP y aves alimentadas con la dieta control, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(P >0,05) (cuadro 6).

DISCUSION

El EEP utilizado en este trabajo present6 mayor
concentracién de polifenoles y flavonoides totales, en
comparacion con los extractos usados en otros estudios
en los que determinaron su composicién quimica (Silvay
col 2006, Sousa y col 2007, Buriol y col 2009).

Los trabajos encontrados en la literatura con pollos
de engorde (Shalmany y Shivazad 2006, Tatli Seven y
col 2008, Tatli Seven y col 2009, Tekeli y col 2010) no

Cuadro 2. Peso relativo + EE (%) de timo, bazo y bolsa de Fabricio de pollos de engorde a los 21 dias de edad, alimentados con dietas
conteniendo diferentes niveles de extracto etandlico de propéleos (EEP).

Relative weights = SD (%) of thyme, spleen and bursa Fabricius of broiler chickens at 21 days of age fed diets with different levels of

ethanolic extract of propolis (EEP).

Niveles de EEP Timo Bazo Bolsa de Fabricio
Control 0,415+0,04 0,128+0,01 0,229+0,01

1000 ppm 0,380+0,04 0,146+0,01 0,280+0,03

2000 ppm 0,525+0,04 0,121+0,01 0,226x0,01

3000 ppm 0,432+0,03 0,116+0,01 0,199+0,02
4000 ppm 0,395+0,02 0,134+0,01 0,242+0,02
5000 ppm 0,453+0,02 0,142+0,01 0,275+0,02

CV (%) 18,49 18,33 19,99
Regresién ns Cuadritico' (P<0,03) Cuadritico? (P<0,004)

No significativo por el test de Dunnett (P>0,05).
Not significant by Dunnett test (P>0,05).

ns = no significativo.

ns = not significant.

Y = 0,173797 — 0,000037413x + 0,00000000635x> (R? = 0,84); Punto de minima: 2946 ppm.
1Y =0,173797 — 0,000037413x + 0,00000000635x2 (R2 = 0,84); Minimum point: 2946 ppm.
2Y = 0,364969 — 1,04227x + 1,74600x> (R? =0,92); Punto de minima: 2985 ppm.

2Y =0,364969 — 1,04227x + 1,74600x2 (R2 =0,92); Minimum point: 2985 ppm.
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Cuadro 3. Valores hematolégicos (%) y relacion heterdfilo:linfocito (H:L) + error EE de pollos de engorde a los 21 dias de edad,

ANTICUERPO, RESPUESTA INMUNE CELULAR, RESPUESTA INMUNE HUMORAL, SISTEMA INMUNE

alimentados con dietas conteniendo diferentes niveles de extracto etandlico de propéleos (EEP).

Hematological values (%) and heterophil:lymphocyte ratio (H:L) + SD of broiler chickens at 21 days of age fed diets with different levels

of ethanolic extract of propolis (EEP).

Niveles de EEP Linfocito Heterdfilo Basofilo Monocito Eosindfilo Relacion H:L
Control 56,80+0,98 26,94+2.32 7,90+2,32 1,72+0,45 6,64+1,57 0,48+0,04
1000 ppm 67,08+1,08 20,48+2,85 7,34+1,18 1,93%1,18 3,18+0,82 0,31+0,04
2000 ppm 58,89+1,28 27,84+1,67 6,02+1,85 0,95+0,03 6,49+0,51 0,47+0,03
3000 ppm 61,60+3,12 25,85+3,55 6,67+0,96 0,00+0,00* 5,68+0,56 0,44+0,08
4000 ppm 58,12+1,93 25,57+1,55 10,26+0,49 1,16+0,37 4,88+0,74 0,44+0,04
5000 ppm 61,11+2,66 27,12+2,93 5,70+0,84 0,98+0,31 5,10+0,82 0,45+0,07
CV (%) 8,69 21,62 42,19 102,71 37,22 28,14
Regresion ns ns ns ns ns ns

*Significativo por el test de Dunnett (P<0,05).
Significant by Dunnett test (P<0,05).

ns = no significativo
ns = not significant.

Cuadro 4. Actividad fagocitica (%), eritrocitos fagocitados y concentracién de 6xido nitrico (uM/mL) + EE de pollos de engorde con
21 dias de edad, alimentados con dietas conteniendo diferentes niveles de extracto etandlico de propéleos (EEP).

Table 4. Phagocytic activity (%), phagocytosed erythrocytes and nitric oxide concentration (uUM/mL) + SD of broiler chickens at 21 days

of age fed diets with different levels of ethanolic extract of propolis (EEP).

Niveles de EEP Actividad fagocitica

Eritrocitos fagocitados

Oxido nitrico

M@ + hc! M@?
Control 25,36+1,23 4,31+0,09 16,70+2,36 4,67+1,21
1000 ppm 24,18+3,88 4,56+0,29 24,58+5,50 8,06+2,85
2000 ppm 21,97£3,44 5,10+0,21 14,88+0,69 2,70+0,05
3000 ppm 19,47+1,50 5,00£0,47 17,04+3,09 5,99+1,63
4000 ppm 24,15+1,80 4,97+0,11 21,20+5,82 5,56x1,90
5000 ppm 24,77+0,52 4,80+0,13 18,97+1,52 5,70+1,08
CV (%) 22,75 10,75 45,04 70,14
Regresion ns ns ns ns

! Control positivo = macréfagos + eritrocitos.

! Positive control = macrophages + erythrocytes.

2 Control negativo = macréfagos.

2 Negative control = macrophages.

No significativo por el test de Dunnett (P>0,05).
Not significant by Dunnett test (P>0,05).

ns = no significativo.

ns = not significant.

relacionan los niveles utilizados de EEP con la concentracion
de los compuestos bioldgicamente activos (flavonoides).
La concentracién de estos compuestos puede variar entre
las muestras de propdleos de acuerdo con la flora local,
caracteristicas climdticas y geograficas, asi como también
por la genética de las abejas (Bankova 2005). Por lo tanto,
la estandarizacion de los niveles de EEP a partir de la
concentracién de flavonoides, seria una estrategia para
minimizar esta variacion.

El peso relativo de los 6rganos linfoides es un pardmetro
utilizado para predecir el estatus inmunitario del animal
(Chichlowski y col 2007, Ashayerizadeh y col 2009). Asf,
los menores pesos del bazo y bolsa de Fabricio encontrados

con el nivel de inclusion de 2.946 ppm y 2.985 ppm de EEP,
respectivamente, podrian indicar mayor susceptibilidad de
los animales a patégenos. Sin embargo, como el peso de los
6rganos linfoides es un pardmetro inmunitario secundario,
este debe ser correlacionado con las demds medidas de
inmunidad. Ademas, Kabir y col (2004) afirmaron que la
bolsa de Fabricio es responsable por la maduracién de los
linfocitos B y de esta forma el peso relativo del 6rgano no
debe ser considerado aisladamente, debiéndose correla-
cionar con la produccidn de anticuerpos.

El conteo diferencial de los componentes celulares
también es un dato complementario para evaluar las
respuestas inmunoldgicas de los animales (Cardoso y
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Cuadro 5. Reaccion interdigital a la fitohemaglutinina (mm) + EE en pollos de engorde con 21 dfas de edad, alimentados con dietas
conteniendo diferentes niveles de extracto etanélico de propéleos (EEP).

Interdigital reaction to phytohemagglutinin (mm) + SD of broiler chickens at 21 days of age fed diets with different levels of ethanolic
extract of propolis (EEP).

Niveles de EEP 12h 24h 48h 72h ti\;[fa‘:geietlo
Control 0,511+0,10 0,497+0,08 0,454+0,11 0,347+0,11 0,452
1000 ppm 0,648+0,08 0,546+0,14 0,568+0,17 0,443+0,16 0,551
2000 ppm 0,343+0,06 0,478+0,02 0,432+0,05 0,304+0,04 0,389
3000 ppm 0,493+0,08 0,401+0,08 0,420+0,08 0,339+0,07 0,413
4000 ppm 0,423+0,09 0,455+0,07 0,443+0,07 0,312+0,06 0,408
5000 ppm 0,589+0,07 0,637+0,10 0,450+0,06 0,394+0,08 0,518
Media del tiempo 0,507a 0, 507a 0,464ab 0,360b

CV (%) 36,95 39,79 43,09 55,33

Anova

Tratamiento ns

Tiempo *

Regresion

Tratamiento x Tiempo ns

Lineal! (P<0,006)
Cuadritico' (P<0,002)

Efecto del tiempo
Efecto de tratamiento

ns = no significativo.

ns= not significant.

*Medias seguidas por letras diferentes, en la misma linea, difieren entre si por el test de Tukey (P<0,05).
*Means followed by different letters in the same row differ by Tukey test (P<0,05).

Y =0,8273576 — 0,0024361*hora -0,00022816680*nivel + 0,000000037106326*nivel? (R?=0,73).

'Y =0,8273576 — 0,0024361*hour -0,00022816680*Ievel + 0,000000037106326%level? (R?=0,73).

Cuadro 6. Titulo de anticuerpos (Log, ) + EE de pollos de en-
gorde con 21 dias de edad, alimentados con dietas con diferentes
niveles de extracto etandlico de propéleos (EEP).

Antibody titer (Log,,) + SD of broiler chickens at 21 days
of age fed diets with different levels of ethanolic extract of propolis \ §
(EEP). ~0.557 3 T

LTI
Niveles de inclusion de EEP Titulo z G
Control 2,5350,03 S
1000 ppm 2,448+0,09 =
2000 ppm 2,375%0,11 k=
3000 ppm 2,43820,01 60
4000 ppm 2,663+0,06
5000 ppm 2,625:+0,04 EEp {3!?[?3” o
CV (%) 6,13 5000
Regresién Lineal! (P < 0,014)

Figura 1. Superficie de respuesta para la reaccién interdigital

No significativo por test de Dunnett (P > 0,05).
Non significant by Dunnett test (P > 0,05).

ns = no significativo.

ns = non significant.

1Y =2,32002 + 0,0000641850x (R? = 0,66).

Tessari 2003), siendo indicador de la influencia de la
nutricién y suplementacion de aditivos en las dietas
sobre el organismo animal (Toghyani y col 2010). Como
se observaron pequefias diferencias estadisticas para los
monocitos, no existe evidencia suficiente para deducir
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a la fitohemaglutinina en funcién del nivel de inclusién de ex-
tracto etandlico de propéleos (EEP) y el tiempo del andlisis en
pollos de engorde a los 21 dias de edad alimentados con raciones
conteniendo diferentes niveles de EEP.

Response surface of interdigital reaction to phytohemagglutinin
(mm) as a function of level of inclusion of ethanolic extract of propolis

(EEP) and analysis time of broiler chickens at 21 days of age fed diets
with different levels of EEP.
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que la inclusién del EEP modificé los pardmetros hema-
tolégicos de las aves. De la misma forma, Shahryar y col
(2011), trabajando con EEP, observaron una tendencia
a reducir el porcentaje de monocitos con el aumento de
los niveles de inclusion.

En la literatura existen resultados controvertidos en
cuanto a la influencia del EEP sobre los pardmetros he-
matoldgicos. Diversos autores reportaron que la inclusion
de EEP mejora la inmunidad de las aves al aumentar los
linfocitos y reducir los heterdfilos (Ziaran y col 2005, Abd
El-Motaal y col 2008, Galal y col 2008*P) mientras que
otros no reportan modificaciones en el conteo diferencial
de células (Cetin y col 2010).

El porcentaje de linfocitos y heteréfilos encontrado
en este trabajo es semejante a los citados en la literatura,
no obstante, los eosinéfilos y baséfilos estdn por encima,
en cuanto que los monocitos estdn por debajo de los va-
lores de referencia publicados (Cardoso y Tessari 2003,
Lagand y col 2005). Diversos factores pueden interferir
en el perfil hematolégico como: la alimentacién, genética,
temperatura, estatus sanitario, entre otros, lo que explicaria
las diferencias encontradas (Borsa 2009).

Varios estudios han demostrado que los compuestos
presentes en el propodleos pueden activar los macréfagos
(Dimov y col 1991, Orsi y col 2005), modular la produc-
cién de 6xido nitrico por estas células (Missima y Sforcin
2008, Aradjo y col 2010) y amplificar la respuesta inmune
humoral (Ansorge y col 2003).

Estos compuestos benéficos son dosis-dependiente,
pudiendo en altas concentraciones inhibir ciertos eventos
inmunoldgicos (Orsi y col 2005) asi como también pueden
originar beneficios al organismo cuando el sistema inmune
estd deprimido (Fischer y col 2008). De esta forma, los
niveles utilizados en el experimento, aunado a la mayor
concentracion del extracto (50% de propdleos y 50% de
alcohol etilico) pueden ser los responsables de que los
animales no hubieran expresado mejores resultados.

El test de la fitohemaglutinina evalda la inmunidad
mediada por células, siendo la respuesta linfocito-T
dependiente (Galal y col 2008P). De esta forma, la fi-
tohemaglutinina presenta capacidad mitogénica, siendo
capaz de inducir el aumento de la poblacion de linfocitos,
ocurriendo el actimulo de estas células y la infiltracién de
macréfagos 24 horas después del inicio de la respuesta
cutdnea (McCorkle y col 1980). Este test también es
Ilamado de reaccién de hipersensibilidad baséfila cuta-
nea por tener los baséfilos asociados en esas reacciones
(Cardoso y Tessari 2003).

A pesar de que la maxima respuesta ocurre 24 horas
después, se observaron valores semejantes entre 12 'y 24
horas postinoculacién, evidenciando una respuesta precoz
independiente del nivel de inclusién de EEP, demostrando
que los animales presentaban un sistema inmune funcio-
nalmente activo. De la misma forma, Ferreira y col (2009)
detectaron una respuesta inflamatoria temprana, cuya
reaccion se observo tres horas después de la aplicacién de

fitohemaglutinina. La reduccion de la respuesta interdigital
con el tiempo postinoculacion, era un resultado esperado,
efecto debido a la regulacion de los eventos fisioldgicos
inflamatorios una vez neutralizado el estimulo lesivo.

El EEP presenta actividad adyuvante (inmunopoten-
ciadora), mostrando ser capaz de aumentar y prolongar
la respuesta inmunolégica contra los antigenos vacunales
(Fischer y col 2010). Los compuestos biologicamente
activos del propéleos pueden aumentar la produccién de
citocinas por los macréfagos, estas moléculas estimulan
la produccién de linfocitos B, siendo posible la posterior
sintesis de anticuerpos (Taheri y col 2005). Aunque los
niveles de EEP influenciaron el peso relativo de la bolsa de
Fabricio, reduciendo su peso hasta el nivel de 2.985 ppmy
no alteraron la actividad fagocitica de los macréfagos, se
evidencié un incremento lineal en la produccién de anti-
cuerpos segtin aument? el nivel de inclusion de EEP. Kong
y col (2006) verificaron que solamente 21 dias después de
la administracion de la vacuna de Newcastle, los animales
presentaron mayores titulos de anticuerpos. Posiblemente,
si se hubiese medido la produccién de anticuerpos 21 dias
postvacunacion y no en siete dias, podrian haber sido obser-
vados mayores titulos de anticuerpos, con diferencia entre
los tratamientos con inclusién de EEP y el grupo control.

La accion del EEP sobre la respuesta inmune celular
y humoral depende del tipo y cantidad de propdleos,
composicién quimica, dietas experimentales, edad y
peso del animal (Cetin y col 2010), siendo estos factores
responsables por los resultados divergentes encontrados
entre los estudios.

Se concluye que la inclusién de 1.000 a 5.000 ppm de
extracto etanélico de propéleos en la dieta inicial de pollos
de engorde no proporcioné accién inmunoestimulante.
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