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1 INTRODUÇÃO 
 

As vacinas com antígenos múltiplos têm representado um grande avanço na 
imunização de animais, visto que aliam economias de tempo, custo e manejo. No 
entanto, a eficiência dessas vacinas tem sido por vezes questionada, e a 
administração associada a um adjuvante ou a um imunomodulador adequado 
poderia significar um melhor desempenho destas vacinas (Heldens et al., 2008). 
Nesse contexto, a própolis surge como uma candidata em potencial, uma vez que 
diversas pesquisas vêm demonstrando suas atividades estimulantes sobre o sistema 
imune humoral (Sforcin et al., 2005; Chu, 2006; Fischer et al., 2007a; Fischer et al., 
2007b) e celular (Fischer et al., 2007a; Fischer et al., 2007b). 

A própolis verde é produzida predominantemente a partir de uma planta 
nativa da região sudeste do Brasil, conhecida popularmente como alecrim do campo 
(Baccharis dracunculifolia). Trabalhos recentes têm identificado predominância de 
compostos fenólicos em várias amostras de própolis brasileira, especialmente a 
própolis verde (Fischer et al., 2008). Compostos fenólicos (flavonóides, ácidos 
aromáticos e diterpênicos) são os principais componentes responsáveis pelas 
atividades biológicas da própolis, dentre as quais se destacam as atividades antiviral 
(Fischer et al., 2005), e imunomoduladora (Fischer et al., 2007b). A atividade 
imunomoduladora da própolis verde foi observada pela ação adjuvante em vacinas 
inativadas (Fischer et al., 2007a; Fischer et al., 2007b). Não há informações a 
respeito dessa atividade em vacinas compostas de antígenos múltiplos inativados e 
atenuados.  
 Esse estudo teve como objetivo avaliar a capacidade imunomoduladora do 
extrato etanólico de própolis verde para o parvovírus canino (CPV) e o coronavírus 
canino (CCoV), quando associados com uma vacina composta por antígenos 
múltiplos. Para tal, foram avaliados parâmetros da resposta humoral e celular de 
diferentes concentrações dos antígenos em associação ou não com extrato de 
própolis verde, utilizando-se camundongos como modelo biológico. 
 
2 METODOLOGIA  
 

A própolis verde foi fornecida pela empresa Nectar Farmacêutica Ltda. 
(Brasil), sendo a matéria seca dissolvida em fosfato (pH 6,2), resultando em um 
extrato de concentração final de 40 mg/mL.  

Para avaliar as propriedades imunomoduladoras do extrato, camundongos 
Swiss (Mus musculus) fêmea, provenientes do Biotério Central da Universidade 
Federal de Pelotas, foram inoculados com uma vacina comercial contendo sete 
antígenos vivos atenuados, incluindo o parvovírus canino (CPV), e também o 



 

coronavírus canino (CCoV), inativado e adsorvido ao hidróxido de alumínio, com a 
co-administração de extrato de própolis. Os camundongos foram divididos 
aleatoriamente em 8 grupos de 10 animais. Os grupos 1 e 2 (controles negativos), 
foram inoculados com solução salina tamponada (PBS) e PBS acrescido de 400 
µg/dose de própolis verde, respectivamente. Os grupos 3, 4 e 5 receberam apenas 
vacina comercial nas doses 0,75x106, 1,5x106 e 3x106 TCID50  (doses infectantes 
para 50% dos cultivos celulares/25 µl), respectivamente. Os animais dos tratamentos 
6,7 e 8 receberam as diferentes doses da vacina  (0,75x106, 1,5x106 e 3x106 TCID50, 
respectivamente) acrescidas de 400 µg/dose do extrato etanólico de  própolis verde.  

Foram realizadas três inoculações por via subcutânea, com intervalo de 30 
dias, na região pré-escapular. Vinte e um dias após a terceira inoculação, realizou-
se coleta de sangue, através de punção do plexo venoso retro-ocular, com os 
animais previamente anestesiados (AAALAC, 2003), visando a mensuração dos 
títulos de anticorpos (IgG), através de um ELISA indireto, de acordo com o método 
descrito por Voller (1978) e Pratelli et al. (2002) para CPV e CCoV, respectivamente, 
com pequenas adequações. Trinta dias após a terceira inoculação, quatro animais 
de cada grupo foram eutanasiados e esplenectomisados, visando o cultivo de 
esplenócitos para mensuração dos níveis de expressão de mRNA para IFN-γ, por 
RT-PCR, conforme Ulett et al. (2000) como forma de avaliação da resposta imune 
celular. Os níveis de anticorpos foram comparados usando análise de variância 
(ANOVA) e, quando houve diferença significativa (p<0,05), foi aplicado o teste LSD 
para determinar diferenças entre as médias de cada tratamento. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Conforme esperado, nos animais dos grupos controle negativo (sem 
antígenos) não houve produção de anticorpos específicos (dados não mostrados). 
Foi observado um aumento significativo nos níveis de anticorpos para o CPV 
(p<0,05) no grupo inoculado com a maior concentração de antígenos (3x106 TCID50) 
co-administrados com 400 µg/dose de extrato etanólico, em comparação aos 
animais que receberam apenas a vacina (Figura 1). Esse resultado sugere ação 
imunoestimulante da resposta humoral pela própolis verde, sendo este efeito 
dependente da concentração do CPV. A adição da própolis verde pode ter 
minimizado uma possível atividade imunossupressora do CPV, quando esse foi 
usado em maior concentração. Essa hipótese é baseada em algumas pesquisas que 
apontam o CPV como sendo um agente imunossupressor (Krakowka et al., 1992, 
Phillips et al., 1989). A estimulação da resposta imune humoral contra o CPV 
observada nesse estudo soma-se a outros experimentos que atribuíram essa 
propriedade a própolis, utilizando albumina (Sforcin et al., 2007) ou herpesvírus 
(Fischer et al., 2007a) como antígeno.  

A partir das médias das absorbâncias e o desvio padrão das análises feitas 
para avaliar os níveis de anticorpos contra o CCoV pôde-se detectar ausência de 
ação moduladora na resposta humoral específica (dados não mostrados). Estudos 
anteriores (Fischer et al., 2007a; Fischer et al., 2007b) demonstraram atividade 
estimulante sobre a resposta imune humoral quando houve co-administração de 
extratos etanólicos de própolis verde com vacinas inativadas monovalentes. É 
possível que a forma como foi utilizado o extrato etanólico da própolis verde não 
tenha permitido a manifestação dessa ação ou, ainda, as diferenças encontradas 
entre as atividades imunomoduladoras da própolis verde, tanto em relação ao CPV 
como ao CCoV, possam estar relacionadas ao protocolo de administração 



 

empregado. Contudo, a ausência de atividade estimulante da resposta humoral 
observada para o CCoV deve estar relacionada às diferentes características 
antigênicas entre esses vírus. Sabe-se que o sistema imune responde de modo 
diferenciado conforme o tipo de microorganismo, gerando uma forte resposta 
humoral, ou celular.  

   
Figura 1 - Média dos níveis de anticorpos contra CPV e CCoV dos 
soros dos camundongos, na diluição 1:50, determinados por ELISA, 21 
dias após a terceira inoculação.  

 
A expressão de mRNA para IFN- γ quarenta e oito horas após estímulo com 

0,1 m.o.i. de CPV, teve como resultado uma amplificação inferior nos animais 
inoculados com antígenos e própolis verde quando comparados com os do 
tratamento controle. Já nos animais inoculados com CCoV, houve maior síntese de 
mRNA para IFN-γ quando associou-se extrato etanólico de própolis verde a todas as 
concentrações dos antígenos, em comparação com aqueles vacinados com as 
mesmas doses, porém sem própolis.  Ou seja, a RT-PCR avaliando mRNA para IFN-
γ específico revelou propriedade estimulante da resposta imune celular da própolis 
verde para CCoV. Os níveis de mRNA para β-actina não variou nos diferentes 
tratamentos (dados não mostrados), indicando estímulo específico na produção de 
IFN- γ. 

Dentre a diversidade de componentes na própolis verde destacam-se os 
polifenóis (Castaldo et al., 2002; De Castro, 2001) aos quais são atribuídos atividade 
de incremento na proliferação de linfócitos (Ivanovska et al., 1995) e capacidade 
adjuvante (Fischer et al., 2007b). A análise por cromatografia líquida de alta 
performance da própolis utilizada mostrou que dentro os compostos fenólicos 
predominaram os derivados de ácido cinamico, artepilin C e pinobanksin  os quais 
podem estar associados as atividades imunomoduladoras aqui detectadas. 
 
4 CONCLUSÕES 

 
Nesse estudo os resultados obtidos indicam que o extrato etanólico de 

própolis verde incrementa a resposta humoral contra o CPV e a celular contra o 
CCoV, evidenciando a sua atividade imunomoduladora. A imunomodulação foi 
intimamente dependente do tipo e concentração de antígeno utilizado.  
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