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RESUMO

NUNES, Cristina Freitas. Atividade virucida de um extrato etandlico de
prépolis verde in vitro e in vivo. 2011. 81f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduacédo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,

Pelotas.

Atualmente, a industria farmacéutica busca novos medicamentos com base em
produtos naturais, visando a producdo de farmacos mais eficientes, para os
quais 0S microrganismos ndo apresentem resisténcia, tanto para humanos
quanto para animais. Um dos produtos naturais que tem sido objeto de
intensos estudos farmacol6gicos e quimicos por cientistas para o controle de
enfermidades é a propolis, uma substancia resinosa produzida por abelhas
meliferas a partir de exsudatos coletados em diferentes partes das plantas, que
tem sido utilizada durante séculos na medicina popular devido as suas
propriedades terapéuticas. Estudos quimicos revelaram a complexa
composicdo da propolis, identificando em alguns casos mais de 300
componentes, incluindo varios compostos bioativos fendlicos responsaveis pela
acdo virucida. Este trabalho inicialmente descreve a padronizagdo de um
extrato etanolico de prépolis verde (EEPV), onde foram identificados os
compostos quimicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
caracterizacdo fitoquimica por cromatografia em camada delgada (CCD), teor
de sélidos soluveis, teor de fendis e flavonodides totais e atividade antioxidante
por 2,2 diphenil picril hidrazil(DPPH). O EEPV foi avaliado também in vitro e in
vivo, quanto a sua capacidade virucida contra uma cepa lentogénica do virus
da doenca de Newcastle (NDV) em duas temperaturas distintas (22 e 37°C), 5
periodos de incubacédo (0, 1, 2, 4 e 8 horas) do NDV em 5 concentra¢cfes de
EEPV distintos (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose e Oug/dose).
O EEPV padronizado esta dentro dos padrbes requisitados pelo MAPA, com
altos niveis de fendis e flavonodides totais (12.93 e 6,05% respectivamente),
comprovado por CLAE, o qual identificou altas concentracdes de &cidos
fendlicos (acido p-cumarico, acido diprenil hidroxicinamico, derivados do &cido
cindmino), os quais sao atribuidos as propriedades antibacteriana, antioxidante,
antiviral e virucida. Este extrato apresentou atividade virucida dependente da
dose (4000ug/dose, 400ug/dose) e do tempo de incubacdo com o virus (2



horas). A atividade inibitéria do EEPV contra a cepa lentogénica de NDV,
encontrada no presente estudo sugere a utilizacdo deste extrato como uma

alternativa no combate a infec¢des por este virus.

Palavras-chave: Propolis Verde, fendis totais, Virucida, NDV, Paramyxovirus



ABSTRACT

NUNES, Cristina Freitas. Virucidal activity of ethanol extract of green
propolis in vitro. 2011. 81f. Dissertation (Master) - Graduate Program in
Veterinary Science. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Currently, the drug industry looks for new drugs based on natural products, for
the production of drugs more efficient, for which the microorganisms did not
show resistance to both humans and animals. A natural product that has been
the subject of intense pharmacological and chemical studies by scientists for
the control of diseases is propolis, a resinous substance produced by
honeybees from exudates collected from different parts of the plant, which has
been used for centuries in popular medicine due to its therapeutic properties.
Chemical studies revealed the complex chemical composition, identifying in
some cases more than 300 components including various bioactive phenolic
compounds responsible for the virucidal action. This work initially describes the
standardization of an ethanol extract of green propolis (EEPV), where the
chemicals were identified by high performance liquid chromatography (HPLC),
phytochemical characterization by thin layer chromatography (TLC), soluble
solids, content of phenolics and flavonoids and antioxidant activity by 2.2
diphenil picryl hydrazyl (DPPH). The EEPV was also evaluated in vitro and in
vivo for their capacity lentogenic virucidal against a strain of the virus of
Newcastle disease (NDV) at two different temperatures (22 and 37 ° C), 5
incubation periods (0, 1, 2, 4 and 8 hours) of NDV in five different
concentrations of EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, and 4ug/dose
Oug/dose). The EEPV standard is within the standards required by the MAP,
with high levels of phenolics and flavonoids (12.93 and 6.05% respectively) as
shown by HPLC, which identified high concentrations of phenolic acids (p-
coumaric acid, hydroxycinnamic acid diprenyl , cindmino acid derivatives),
which are assigned the antibacterial, antioxidant, antiviral and virucidal. This
extract showed dose-dependent virucidal activity (4000ug/dose e 400ug/dose)
and time of incubation with the virus (2 hour). The inhibitory activity of EEPV
against the strain of NDV lentogenic found in the present study suggests the

use of this extract as an alternative to fight the infection by this virus.



Key words: Standardization, Green propolis, totals phenolics, virucidal, NDV,

Paramyxovirus.
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1.INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos de origem natural com fins medicinais, para
tratamento e prevencao de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade (VEIGA & PINTO, 2005). A histéria do
desenvolvimento das civilizagdes € rica em exemplos da utilizacdo de recursos
naturais na medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa. A
medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tamanha grandiosidade e
eficiéncia que até hoje muitos extratos vegetais sdo estudados na busca pelo
entendimento de seu mecanismo de a¢cdo e no isolamento dos principios
ativos. No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
dependiam destes produtos naturais medicinais como Unica forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (VEIGA & PINTO, 2005). Ao longo do tempo,
varios procedimentos clinicos tradicionais tém sido registrados com a utilizacéo
de tais produtos, dentre eles um dos que mais se destaca € a propolis.

Logo, a propolis estd entre as novas substéncias crescentemente
pesquisadas para o0 uso terapéutico e preventivo, em diversas enfermidades.
Ha relatos de que a propolis era utilizada e considerada por alguns povos como
medicamento para moléstias cutaneas. Foi empregada como cicatrizante no
periodo da Segunda Guerra Mundial em diversas clinicas da Unido Soviética
(BARBOSA et al, 2009). Atualmente, a industria farmacéutica necessita atender
a demanda de producdo de farmacos comerciais para diversas enfermidades
humanas e animais, com modernos sistemas de producdo, eliminando as
reacbes colaterais e atuando especificamente no agente patolégico ou no
organismo de forma direta, porém de forma eficaz e sem toxicidade. Infec¢des
resistentes a drogas ja existentes ou medicamentos que possuem reacdes
indesejaveis para 0 organismo impulsionam novas pesquisas para o
desenvolvimento de novas substancias terapéuticas, tanto para humanos
guanto para animais.

A propolis é uma substancia produzida por abelhas, as quais coletam

materiais resinosos e balsamicos de diferentes partes de plantas como, brotos,
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botbes florais, folhas e cascas (BANKOVA et al., 2000; PARK et al., 2002), e
com o processo de mastigacdo destes materiais, ocorre a adicdo de enzimas
salivares e cera (CASTALDO; CAPASSO, 2002; PARK et al., 2002). A propolis
é utilizada pelas abelhas para proteger a colméia de insetos e microorganismos
invasores, reparar frestas e manter o ambiente interno da colméia asséptico,
principalmente os locais de postura da rainha (BANKOVA et al., 2000).

Nos ultimos 30 anos, a propolis tem sido objeto de intensos estudos
farmacologicos e quimicos no controle de enfermidades, através do
conhecimento de sua composi¢cao e propriedades bioativas (SFORCIN, 2007;
LUSTOSA et al., 2008). Suas propriedades fisico-quimicas variam de acordo
com a regido, vegetacdo, o periodo em que esses materiais sdo coletados
pelas abelhas e a variabilidade genética das abelhas rainhas (PARK et al.,
1998; PARK et al., 2002; DOS SANTOS, et al., 2003).

Em funcéo da diversidade da flora, a propolis brasileira é classificada em
grupos de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas. A coloracdo da
propolis depende de sua procedéncia, que pode variar do marrom escuro,
marrom esverdeado e marrom avermelhado. A prépolis marrom escuro é
produzida a partir de uma grande diversidade vegetal, o que dificulta a sua
correlagdo com a fonte produtora. A propolis de tonalidade esverdeada é
produzida principalmente a partir de uma planta nativa da regido sudeste,
popularmente conhecida como alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia)
(PARK et al.,, 2002). Ja a propolis de coloracdo marrom avermelhado,
proveniente da regido de mangue do Estado de Alagoas, tem como origem
botanica a espécie Dalbergia ecastophyllum, uma leguminosa conhecida
popularmente como rabo-de-bugio, a qual possui um odor caracteristico que
pode variar de uma amostra para outra (MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998;
DAUGSCH et. al., 2008; CABRAL et al., 2009).

Estudos quimicos revelaram a complexa composicdo da prépolis,
identificando mais de 300 componentes, incluindo varios compostos bioativos
fendlicos, como flavonoides e derivados de acidos hidroxicinamicos (BANKOVA
et al. 2000; PARK et al., 2004). Muitas propriedades bioativas da prépolis ja
foram relatadas, tais como, atividade antibacteriana, onde verificaram que de
39 linhagens de bactérias testadas, 25 delas tiveram o seu crescimento inibido
na presenca de baixas concentracdes de propolis (LINDENFELSER, 1967;
MARCUCCI, 1996; SFORCIN et al., 2000; CABRAL et al., 2009, CARDOSO et
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al., 2009). Atividade antifungica, a qual foi relatado que o extrato de propolis
associado com alguns antimicéticos aumentaram a atividade sobre alguns
fungos como Candida albicans, Trychopyton, Microsporum entre outros
(SCHELLER et al 1977; ; MARCUCCI, 1996; OTA el al.,, 2001; KOC et al.,
2005; QUINTERO-MORA et. al., 2008; CARDOSO et al., 2009). Antioxidante, a
qual héa relatos de que extrato de propolis oriundo de diversos paises como
Argentina, Chile, China, Bulgaria, entre outros, apresentaram mais de 60% de
atividade antioxidante (KUMAZAWA et al., 2004). Existe uma correlacao entre
0 alto conteudo de flavonoides totais e a atividade anti-radicais livres em
extratos de prépolis (AHN et al.,, 2007; CABRAL et al., 2009; GREGORIS &
STEVANATO, 2010). Acao antiprotozoaria, a qual foi descrita sobre diversos
protozoarios, como Trypanossoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Giargia
lamblia, Eimeria sp.(HOLLANDS et al.,1984; MARCUCCI, 1996; BIAVATTI et
al., 2003; DANTAS et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008; SALOMAO et. al.,
2009). A acao antitumoral foi demonstrada em ratos adultos portadores de
carcinoma de Ehrlich (SCHELLER et al.,1989; EL-KHAWAGA et al., 2003;
SFORCIN, 2007). A atividade anti-inflamatoria, foi relatada demonstrando que
a propolis promove a inibicdo da liberacdo de acido aracdénico da membrana
celular, suprimindo as atividades das enzimas COX-1 e COX-2, inibe a sintese
de prostaglandina, ativa o timo, auxiliando o sistema imune pela promocéo da
atividade fagocitica e estimulando a imunidade celular (BORRELLI et al., 2002;
KOSALEC et al, 2005; PAULINO et al., 2008). A acao imunomoduladora, a qual
uma das formas de imunomodulacdo ocorre através da ativacdo de macréfagos
(ORSOLIC & BASIC, 2003; FISCHER et al., 2007; PAGLIARONE, 2009).
ORSATTI et al.(2010) relataram um aumento na expressao de TLR-2 e TLR-4
em macrdéfagos de ratos tratados com prépolis.

O potencial efeito antiviral de diferentes extratos de prépolis e alguns
componentes foi demonstrado pela reducéo da replicacao in vitro, em muitas
cepas virais, tais como adenovirus, rotavirus, coronavirus (MARCUCCI, 1996),
virus da gripe aviaria — H7N7 (KUJUMGIEV et al., 1999), reovirus (HEGAZI et
al., 2000; HADY; HEGAZI, 2002), herpesvirus bovino, virus da diarréia viral dos
bovinos (FISCHER et al., 2005), adenovirus e virus da estomatite vesicular
(ITO et al., 2001; GEKKER et al., 2005; BUFALO, et al., 2009), virus da
imunodeficiéncia humana - HIV (GEKKER et al., 2005) e herpesvirus simplex
(HULEIHEL; ISANU, 2002; SCHNITZLER et al., 2010; NOLKEMPER et al.,
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2010). Esta acédo biolégica tem sido atribuida, principalmente, a atividade de
flavondides, tais como crisina e canfenol (HULEIHEL; ISANU, 2002; MATSUO
et al., 2005), esteres de &acido cinamico, como o ferulato de isopentila
(MARCUCCI, 1996).

A ocorréncia de diversas doencgas virais incentiva a busca de novos
medicamentos ou associacbes com medicamentos comerciais visando a
producdo de farmacos mais eficientes aos quais 0S microrganismos nao
apresentem resisténcia, principalmente em pacientes imunodeprimidos.
(GONG et al., 2004; BRUM, 2006).

Os virus da familia Paramyxoviridae sdo importantes agentes que
acometem o trato respiratério de animais e humanos. Os Paramyxovirus sao
responsaveis por algumas doencas de grande relevancia em Medicina
Veterinaria, tanto por sua prevaléncia como pelo impacto econdmico na
producdo animal. Dentre os Paramixovirus de importancia sanitaria destaca-se
o virus da doenca de Newcastle (NDV).

A doenca de Newcastle (ND) é uma importante enfermidade de aves
causada pelo paramixovirus aviario sorotipo 1 (APMV-1), também conhecido
como Virus da Doenca de Newcastle (NDV). Pela sua importancia sanitéria, a
ocorréncia de um surto pode resultar na interrupcao da exportacdo regional ou
nacional de carne de frango, causando grandes perdas econdmicas para a
regido ou pais afetado. A ND é um dos principais problemas sanitarios da
avicultura industrial. E uma enfermidade viral aguda, altamente contagiosa, que
acomete aves comerciais e outras espécies aviarias, produzindo sinais
respiratérios freqlientemente acompanhados de manifestacdes nervosas,
diarréia e edema da cabeca (ARNS et al., 2007). Essa doenca faz parte da lista
A da Organizacao Internacional de Epizootias (OIE) e apresenta destaque no
Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), caracterizando-se como uma
doenca transmissivel que acarreta sérias conseqiéncias socio-econdmicas
e/ou a saude publica (a ND é considerado zoonose, por causar conjuntivite em
humanos), com destaque relevante para o comeércio internacional de aves e
seus subprodutos (SPRADBROW, 1994). Essa enfermidade foi considerada
como endémica durante 25 anos. Em 2001, os plantéis brasileiros de aves
comerciais foram declarados livres, através de um levantamento oficial

realizado com o reconhecimento da OIE. Entretanto, cinco anos mais tarde o
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Brasil perdeu o status de livre com o registro de um surto no RS em 2006 (OIE,
2006). Desde entdo nao ha registro da enfermidade.

As manifestacdes clinicas e mortalidade variam de acordo com a
viruléncia da amostra viral envolvida. Estas séo classificadas de acordo com a
sua viruléncia em velogénicas, mesogénicas e lentogénicas (ALLAN et al.,
1973). Os métodos disponiveis para essa classificacdo distinguem amostras
com acentuada diferenca no seu potencial patogénico, porém podem produzir
resultados discrepantes com amostras de viruléncia similar. As amostras de
NDV usadas como vacina viva estdo entre as lentogénicas, que apresentam
variacfes individuais de viruléncia para o trato respiratorio da galinha
(ALEXANDER, 1991).

Os objetivos deste trabalho foram padronizar um extrato etandlico de
prépolis verde e determinar a sua atividade in vitro e in vivo como agente

virucida contra o virus da doenca de Newcastle
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RESUMO

A proépolis, uma substancia resinosa produzida pelas abelhas meliferas a
partir de exsudatos coletados em diferentes partes das plantas, tem sido
utilizada ha séculos na medicina popular devido as suas propriedades
terapéuticas. Este trabalho descreve a padronizacdo de um extrato etanolico
de proépolis verde, onde foram identificados os compostos quimicos por CLAE
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia), caracterizacdo fitoquimica por
cromatografia em camada delgada (CCD), teor de solidos soluveis, teor de
fendis e flavondides totais e atividade antioxidante por diphenil picril hidrazil
(DPPH). Este extrato etandlico de propolis verde (EEPV) analisado
posteriormente serd estudado como agente virucida. Os resultados
encontrados evidenciam que este EEPV esta dentro dos padrdes requisitados
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, apresentando
9,35% de teor de solidos solUveis, atividade antioxidante com CEsgy, de 9,80
png/mL, duas classes fitoquimicas, polifendis e flavondides, identificadas pela
CCD, altos niveis de fendis e flavonbides totais (12.93 e 6,05%
respectivamente), comprovados por CLAE, o qual identificou altas
concentracbes de acidos fendlicos (acido p-cumarico, acido diprenil
hidroxicinAmico, derivados do acido cinamino), os quais sdo atribuidos as

propriedades antibacteriana, antioxidante, antiviral e virucida.

Palavras-chave: CLAE, caracterizagdo fitoquimica, solidos soluveis, fenois

totais, flavonodides totais.
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1- Introducéo

A prépolis, uma substancia resinosa produzida pelas abelhas meliferas a
partir de exsudatos coletados em diferentes partes das plantas, tem sido
utiizada ha séculos na medicina popular devido as suas propriedades
terapéuticas’. Nos Ultimos 30 anos, a propolis tem sido objeto de intensos
estudos farmacologicos e quimicos no controle de enfermidades, através do
conhecimento de sua composicdo e propriedades bioativas®®, tais como
atividade antibacteriana, antiinflamatoria, antifangica, antitumoral,
imunomoduladora, antioxidantes, antiviral, virucida, entre outros, embora
muitos dos seus mecanismos de acdo ainda sejam desconhecidos. A atividade
e os componentes da prépolis variam de acordo com sua origem geogréafica*”>.

Quimicamente, a propolis apresenta diversos compostos, sendo que na
denominada de “verde” estdo presentes varios compostos fendlicos.
Recentemente, foi demonstrada a tipificacdo das amostras de propolis no
Brasil, associando-as a atividades biolégicas especificas®.

Além de todas as caracteristicas mencionadas, a propolis é utilizada
frequentemente tanto na area da medicina humana quanto na area veterinaria,
com obtencdo de bons resultados terapéuticos. Com isso néo se pode relegar
a propolis a uma categoria de modismo terapéutico, tendo em vista que suas
virtudes sé@o reconhecidas ha séculos, sendo relatadas em muitos trabalhos
que demonstram diferentes tipos de atividade biol6gica e aplicacbes em

789  Trata-se de uma medicina alternativa, chamada de

diversas terapias
Apiterapia, devido as suas varias propriedades terapéuticas e bioldgicas,
segundo trabalhos cientificos do mundo inteiro'®. No entanto, a fim de ser
aceito oficialmente pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), deve-se estabelecer a identidade e o0s requisitos minimos de
qualidade do extrato de propolis para que se garanta a seguranca e
eficacia’*?. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi determinar a
padronizacdo de um extrato etandlico de prépolis verde, que posteriormente

sera estudado como agente virucida.



22

2. Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Produtos
Naturais do Programa de Mestrado Profissional em Farmacia da Universidade
Bandeirante de S&o Paulo - UNIBAN.

2.1. Obtencéo do extrato etandlico da propolis verde (EEPV)

O EEPV foi obtido através da mistura de aproximadamente 75 gramas
de propolis bruta triturada fornecida pela Prodapys, com 250 mL de &lcool
etilico (p.a.) (ou na mesma propor¢gdo) em erlenmeyers de 500 mL, estes
permaneceram em um shaker orbital a uma agitagdo de 160 rpm a uma
temperatura de 40°C por 18h. Apds esse procedimento, a amostra foi
armazenada em freezer por 1 a 2 horas, para a reducao do teor de gordura no
extrato e posteriormente filtrada para a separacdo da porcao insolivel. A
porcdo insoluvel (retida no filtro) foi seca em uma capela com ventilacéo,
overnight. Junto as porc¢des insoluveis foi adicionado &lcool etilico (p.a.) e
devolvido ao shaker para uma nova extracdo. Repetindo o procedimento. O
solvente foi evaporado em rotaevaporador a temperatura de 70°C até a

obtencéo do extrato mole da propolis.

2.2. ldentificacdo dos compostos da amostra.
2.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia do EEPV.

Uma quantidade de 150 mg do extrato mole foi solubilizada em 5 mL de
metanol, 2 mL desta amostra foi filtrada em filtro Millipore (0,20um) e
armazenada em um “vial’, para a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando-se o cromatégrafo LaChrom, modelo D-70005.
Para determinar a composi¢cdo quimica da amostra da propolis por CLAE,
empregou-se uma coluna com 18 cadeias de carbono em fase reversa
(Lichrochart Lichrospher 100 RP 18, 12,5 x 0,4 cm, didmetro de particula de
5um Merck) e um gradiente linear (fluxo de 1 mL/min.) composto de metanol e
agua acidificada com 5% de acido formico. O volume injetado foi de 20 pL. Foi
utilizado um detector de rede de diodos na deteccdo dos picos. O tempo
méaximo de andlise foi de 60 minutos e a deteccdo foi efetuada em
comprimentos de onda de 280 e 340 nm. O programa utilizado para a analise
de dados foi o Merck-Hitachi modelo D-7000 (Chromatography Data Station -
DAD Manager).
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2.3. Caracterizacao fitoquimica do EEPV
2.3.1. Cromatografia em camada delgada.

As anadlises foram realizadas em relacdo as seguintes substancias
naturais: flavonoides (reacdo com AICl3), cumarinas (reagcdo com KCI),
alcalodides (reagente de Dragendorff), saponinas (anisaldeido), triterpenos
(reacdo de Liebermann-Buchard)®® heterosideos cadioativos, polifenéis e
taninos. Obteve-se os perfis cromatograficos, em cromatografia de camada
delgada em placas de silica gel 60G, com base de aluminio e indicador
fluorescente.

Para a preparacdo das amostras, 1 mg do EEPV foi solubilizado em 1
mL de metanol. Os sistemas de eluentes empregados foram selecionados de
acordo com o grupo fitoquimico que foi pesquisado. As amostras analisadas
(Tabela 1) foram aplicadas a aproximadamente 1 cm da base inferior da placa,
com auxilio de um capilar. Apés a aplicacdo das amostras sobre as placas, as
mesmas foram introduzidas nas cubas previamente saturadas, contendo fase
movel adequada, para cada classe fitoquimica. Foram utilizadas cubas de vidro
com fundo chato com as paredes laterais internas recobertas com papel filtro
(deixando uma abertura para a observacdo da fase movel), para facilitar sua
saturacdo com os vapores do solvente. O solvente sobe por capilaridade até
gue esteja a 2 cm da extremidade superior. Ao ascender, 0 solvente arrasta os
compostos menos adsorvidos na fase estacionaria, separando-os dos mais
adsorvidos. A linha de chegada da fase modvel foi marcada e a placa foi
colocada em local arejado para ocorrer a secagem e posterior revelacdo. Os

eluentes e reveladores utilizados estao descritos na tabela 1.

2.4. Teor de sélidos solluveis da prépolis verde

Pesou-se um becker de 50 mL e anotou-se o peso. Com auxilio de uma
proveta mediu-se 20 mL do extrato e depositou-se no becker e este levado a
estufa a 60°C até a secura. O becker foi retirado e resfriou-se 0 mesmo. Pesou-
se e repetiu-se a operacado até peso constante. O procedimento foi realizado
em triplicata.
Para fins de calculo foi utilizada a férmula abaixo.
% solidos soluveis (m/v) = (m;-b)x100

Va

Onde: b = massa do becker.
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m; = massa final do becker com o extrato seco, apos secagem.

V. = Volume da aliquota do extrato, a ser seco.

2.5. Andlises espectrofotométricas
2.5.1. Determinacao de fendis totais.

Para a quantificacdo de fendis totais utilizou-se o método de Folin,
utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, e a leitura por espectrofotometria. Este
método funciona através da quantificacdo da substancia a ser testada,
necesséria para inibir a oxidacdo do reagente. Preparou-se uma solucdo
estoque, da seguinte forma, 0,05 g do extrato seco, dissolvido em etanol,
transferindo-o para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume
com agua. A partir deste ponto o procedimento foi realizado em triplicata.
Transferiu-se uma aliquota de 0,2 mL da solucdo estoque, para um baldo
volumétrico de 10 mL, contendo aproximadamente 5 mL de agua destilada e
adicionou-se o reagente de Folin-Ciocalteu. Agitou-se por alguns segundos e
no intervalo de 1 a 8 minutos acrescentou-se 1,2 mL da solugdo tampéao
carbonato-tartarato de sédio a 20% (carbonato de sédio). Completou-se o
volume do baldo volumétrico com agua até préximo ao menisco. A solucéo foi
mantida em um banho Maria a 20°C. Apés 2 horas, fez-se o0 ajuste do volume
final a 20°C, agitando-se por alguns segundos e fez-se a leitura no
espectrofotometro a 760 nm.

2.5.2. Determinacao de flavondides totais.

A quantificacdo do teor de flavondides totais foi realizada por
espectrofotometria utilizando-se cloreto de aluminio, como reagente de
deslocamento. O método espectrofotométrico para quantificar flavondides totais
baseia-se na propriedade do cétion aluminio de formar complexos estaveis
com os flavonoides, evitando a interferéncia de outras substancias fendlicas.

A partir da solugcdo estoque do procedimento anterior, retirou-se uma
aliquota de 0,2 mL desta solucéo e transferiu-se para um baldo volumétrico de
10 mL, contendo aproximadamente 5 mL de metanol. Adicionou-se 0,2 mL de
cloreto de aluminio (AICIl3) e completou-se o volume até préximo ao menisco
com metanol. Agitou-se a solucéo e esta foi mantida em banho Maria por 30
minutos a 20°C. Apos esse periodo fez-se o0 ajuste do volume. A leitura foi feita

a 425 nm. As analises foram feitas em triplicatas.
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2.5.3. Atividade antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada empregando-se o radical DPPH
(2,2-diphenil-1-picrilhidrazil) em amostras de propolis, realizada através de
medidas espectrofotométricas do consumo do radical, na presenca de
substancias antioxidantes. A partir do extrato seco da amostra, preparou-se
uma solucédo estoque a 1%, desta solucédo estoque tomou-se 100ul e colocou-
se em um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se com etanol. Preparou-se
diferentes diluicdes do extrato de prépolis a 0,0002% da seguinte forma,
organizou-se 9 tubos enumerados de 0 a 8, adicionando alcool, solucdo de
prépolis e DPPH em cada tubo. O tubo de niamero zero foi o controle, ou seja,
apenas DPPH e etanol. Ao adicionar o DPPH no tubo zero, contou-se 1 minuto
e adicionou-se o DPPH no segundo tubo e assim sucessivamente até o tubo 8.
Agitando os tubos de tempo em tempo. Apos 30 minutos da adicdo de DPPH
no primeiro tubo, realizou-se a leitura no espectrofotdbmetro a 517 nm, em

triplicata, sempre obedecendo 1 minuto de intervalo entre cada amostra.
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3. Resultados e Discusséo

3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia do EEPV.

Os compostos fendlicos foram quantificados com o uso de padronizacao
interna por meio de cromatografia de fase liquida de alta eficiéncia. O peffil
cromatografico da amostra esta apresentado na figura 1. Nota-se, altas
concentracdes de Acido p-cumarico, Artepillin C e derivados do acido cinamico
(Figura 1). Segundo Akao, et al*, atividades bioldgicas extremamente
importantes, como por exemplo, atividade virucida de extratos etanolicos desse
tipo de prépolis podem ser atribuidas principalmente a presenca destes acidos

fendlicos.

3.2. Caracterizacao fitoquimica do EEPV
3.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCD).

Ao realizar a leitura das placas, observou-se apenas a presenca de duas
classes de metabolitos secundarios no EEPV avaliado, sendo a classe dos
polifendis e flavondides. As andlises por CCD, baseadas na comparagdo das
manchas reveladas, sendo estas iguais e de mesmo tamanho que das

amostras padrao.

3.3. Teor de sdlidos solluveis da propolis verde / Residuo seco.

Quanto ao teor de solidos soluveis, considerando a metodologia
utilizada, séo aceitaveis valores acima de 7 %'"'*. Avaliando-se o resultado
obtido para a andlise do teor de sélidos solUveis percebe-se que a amostra

apresenta 9,35% de teor de solidos solluveis, atendendo as normas em vigor.

3.4. Analises espectrofotométricas

3.4.1. Determinacédo de fendis e flavondides totais

A tabela 2 traz os resultados dos ensaios espectrofotométricos
realizados com a prépolis para determinacdo de seus teores de flavondides e
fendis totais. A média do teor de fendis totais encontrado na amostra
investigada foi de 12,93% (m/m), atendendo ao requisito minimo do Ministério
da Agricultura, que é de 5%. Da mesma forma ocorreu com o teor de
flavondides totais, que na amostra investigada apresentou o valor de 6,048%
(m/m), sendo que o requisito minimo do Ministério da Agricultura é de 0,5%"".
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3.4.2. Atividade antioxidante- DPPH

A guantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao
inicial de DPPH em 50% é denominada concentracdo efetiva (CEsp). Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior a
sua atividade antioxidante. Neste experimento a CEsy da amostra do extrato
etandlico foi de 9,80 ug/mL, o que indica uma Otima atividade antioxidante
(Figura 2). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagdo ou
sequestro de radicais livres e quelacédo de metais de transicdo, agindo tanto na
etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos séo relativamente
estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas

substancias®®.

4. Concluséo

Pode-se concluir que o EEPV avaliado esta dentro dos padrbes
requisitados pelo MAPA, com altos niveis de fendis e flavondides totais, o que
indica altas concentracfes de acidos fendlicos, os quais sao atribuidos as
propriedades antibacteriana, antioxidante e antiviral*’, por tanto, esta apto a ser
utiizado para a determinacdo da atividade virucida a ser pesquisada

posteriormente.
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Legenda de tabelas e figuras
NUNES, et al., Tabela 1

Tabela 1. Demostragdo das classes fitoquimicas, eluentes, amostras
analisadas e agentes reveladores utilizados.

Amostras Analisadas

Classe
) o Eluente Amostra Agente revelador
fitoquimica Amostra padréo .
avaliada
Tolueno e éter
. KOH 10% + luz
Cumarinas saturado com 10% de  Extrato de Guaco EEPV UV
acido acético
Acetato de etila, &cido
Flavondides formico, acido acético Extrato de Caléndula EEPV AICI; 1% + luz UV
glacial e agua
y Acetato de etila, . Reativo de
Alcaloides i Extrato de Jaborandi  EEPV
metanol e agua Draggendorf
. _ Reativo de
) Hexano e acetato de  Oleo Essencial de _
Triterpenos ] ) EEPV Liebermann-
etila Citronela
Buchar
Heterosideos Acetato de etila, ] ) Reagente de
o i Extrato de Espirradeira EEPV
cardioativos metanol e agua Kedde
. Cloroférmio, metanol e ) Anilsadeido + 5
Saponinas . Extrato de Carqueja EEPV )
agua min a 105°C
] . Hexano e acetato de  Extrato desidratado de KsFe(CN)s 1% +
Polifendis ) L EEPV
etila Prépolis Verde FeCl; 2% + luz UV
) Tolueno, n-butanol, Extrato de Espinheira KzFe(CN)g 1% +
Taninos . i 3 EEPV
acido acético e 4gua.  Santa FeCl; 2% + luz UV

NUNES, et al., Tabela 2
Tabela 2. Resultado das analises de fendis e flavondides totais e limites

estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Analise Teor médio+Desvio Padréo Requisito do Ministério
Fendis totais 12,93 £ 1,06 Minimo de 5%
Flavonoides totais 6,05 + 0,61 Minimo de 0,5%
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NUNES, et al., Figura 1
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Nome Retencéo no EEPV(mg/q)
Acido cafeico 2,88 0,87
Acido p-cumarico 4,49 20,98
Acido cafeico (derivado 1) 7,11 6,46
Acido cafeico (derivado 2) 9,5 7,32
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 1) 12,73 7,61
Acido cafeico (derivado 3) 14,12 3,27
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 2) 17,69 1,05
Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico 19,13 9,92
2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 20,91 0,91
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 3) 22,2 1,54
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 4) 25,14 5,88
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 5) 25,97 0,82
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) 27,86 27,46
Acido cinamico (derivado 1) 30,94 11,91
Acido 6-propenoico-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-
benzopirano 31,52 2,47

Figura 1 Resultados do CLAE: 150mg/5mL de metanol, volume de injecao
20uL. Apresentando os nomes dos compostos quimicos, tempo de retencao e
concentracdo dos compostos quimicos no EEPV.
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3. ARTIGO 2

Atividade virucida de um extrato etanolico de prépolis verde contra o
virus da doenca de Newcastle “in vitro” e “in vivo”
(Formatado de acordo com as normas da revista International Journal of

Antimicrobial Agent.)
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Resumo

Atualmente, a industria farmacéutica busca novos medicamentos com
base em produtos naturais visando a producédo de farmacos mais eficientes,
para 0S quais, 0S microrganismos nao apresentem resisténcia, tanto para
humanos quanto para animais. Um dos produtos naturais que tem sido objeto
de intensos estudos farmacologicos e quimicos por cientistas para o controle
de enfermidades, € a prépolis. O termo propolis refere-se a uma substancia
produzida por abelhas para proteger a colméia de insetos e microorganismos
invasores, reparar frestas e manter o ambiente interno da colméia asseéptico.
Estudos quimicos revelaram a complexa composicdo da prépolis, incluindo
varios compostos bioativos fendlicos responsaveis pela agcédo virucida. Neste
estudo, um EEPV foi avaliado in vitro e in vivo, quanto a sua capacidade
virucida contra uma cepa lentogénica do virus da doenca de Newcastle (NDV).
Utilizou-se duas temperaturas distintas (22 e 37°C), 5 periodos de incubacao
(O, 1, 2, 4 e 8 horas) do NDV em 5 concentracbes de EEPV distintos
(4000pg/dose, 400ug/dose, 40upg/dose, 4ug/dose e Oupg/dose). Este extrato
apresentou atividade virucida dependente de concentracdo e do tempo de
incubacdo, ocorrendo inibicdo total do virus nas concentracbes de
4000ug/dose, 400ug/dose, a partir de 2 horas de incubacéo. Atividade inibitoria
do EEPV contra a cepa lentogénica de NDV, sugere a utilizacdo deste extrato
como uma alternativa de agente virucida natural no combate a infec¢des pelo
NDV.

Palavras-chave: Extrato etandlico, propolis verde, virucida, Paramyxovirus, in

vitro, in vivo.
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1. Introducéao

Atualmente, a industria farmacéutica busca novos medicamentos com
base em produtos naturais visando a producdo de farmacos mais eficientes,
para 0S quais, 0S microrganismos ndo apresentem resisténcia, impulsionando
novas pesquisas para o desenvolvimento de novas substancias terapéuticas,
tanto para humanos quanto para animais [1, 2]. Um dos produtos naturais que
tem sido objeto de intensos estudos farmacoldgicos e quimicos por cientistas
para o controle de enfermidades, € a propolis uma substancia resinosa
produzida por abelhas, a partir da coleta de materiais resinosos e balsamicos
de diferentes partes de plantas como, brotos, botdes florais, folhas e cascas |3,
4], e com o processo de mastigacdo destes materiais, ocorre a adicdo de
enzimas salivares e cera [4, 5]. A propolis é utilizada pelas abelhas para
proteger a colméia de insetos e microorganismos invasores, reparar frestas e
manter o ambiente interno da colméia asséptico, principalmente os locais de
postura da rainha [3]. Estudos quimicos revelaram a complexa composi¢cédo da
propolis, identificando mais de 300 componentes, incluindo varios compostos
bioativos fendlicos, como flavonéides (tais como crisina, quercetina, luteolina e
canfenol) e ésteres de acido cinamico, como o ferulato de isopentila, descritos
como responsaveis pela acao antiviral e/ou virucida [3, 6, 7, 8, 9, 10, 11].

Os virus da familia Paramyxoviridae incluem importantes patégenos do
trato respiratorio de animais e humanos. Os Paramyxovirus sao responsaveis
por algumas doencas de grande relevancia em Medicina Veterindria, tanto por
sua prevaléncia como pelo impacto econémico na producédo animal. Dentre os
Paramyxovirus de importancia destaca-se o Virus da Doenca de Newcastle
(NDV), também chamado de Paramyxovirus aviario tipo | (APMV-I) [12, 13].

O APMV-I pertence ao género Avulavirus da familia Paramyxoviridae
[13]. O genoma deste virus € constituido por uma molécula de RNA linear de
fita simples, polaridade negativa, com 15 a 19 Kb [12, 13, 14]. Possui uma
arquitetura complexa, que consiste basicamente de um envelope lipoprotéico,
um nucleocapsideo e uma proteina matriz. As particulas viricas sdao
pleomdérficas e muitas vezes esféricas, com diametro de aproximadamente
180nm. Este é inativado apos trés horas a 56°C ou 30 minutos a 60°C, e por
acdo de pH é&cido [13]. Os virions sao sensiveis ao éter e inativados por

desinfetantes contendo formol e/ou fenol, porém podem sobreviver por longos
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periodos a temperatura ambiente. Nos virions intactos, a Unica estrutura visivel
por microscopia eletrénica (ME) € o envelope, com 7 a 15nm de espessura,
recoberto por projecbes de 8 a 20nm de extensdo, constituidas pelas
glicoproteinas de superficie hemaglutinina e neuraminidase (HN). A
hemaglutinina apresenta atividade de hemaglutinagdo, ou seja, se adere a
receptores da membrana dos eritrocitos, fazendo com que as hemacias se
aglutinem. Estes receptores sdo mucoproteinas com residuos de acido N-
acetilneuraminico (NANA) [15]. A hemaglutinina destes virus sao glicoproteinas
rica em fucose, galactose, manose e glicosamina, que favorecem a ligacao
com os receptores celulares. Ja a neuraminidase, tem a capacidade de clivar o
receptor celular (acido sialico), prevenindo que as particulas virais se liguem
em células ja infectadas ou fiquem retidas na membrana celular durante o
egresso de virions recém formados. Possui também a glicoproteina F,
responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica celular
durante o processo de penetracdo, em condi¢cdes de pH neutro [12, 14, 15, 16].

A doenca de Newcastle (ND) é altamente contagiosa, acomete uma
ampla variedade de hospedeiros. Mais de 250 espécies de aves tém sido
relatadas como sensiveis a infecgcdo como galinhas, patos, avestruzes, perus,
aves silvestres e aquaticas bem como humanos [13, 17]. Possui distribuicdo
mundial e a patogenia da infec¢cdo pelo NDV é classificada de acordo com a
viruléncia de suas cepas, em velogénicas (mais severa e esta associada a alta
mortalidade), mesogénicas (apresenta sinais respiratorios e ocasionalmente
neuroldgicos) e lentogénicas (se caracteriza por infeccdes subclinica ou sinais
respiratérios moderados) [13, 18]. Os métodos disponiveis para essa
classificacao distinguem amostras com acentuada diferenca no seu potencial
patogénico, porém podem produzir resultados discrepantes com amostras de
viruléncia similar. As amostras de NDV usadas como vacina viva sdo as
lentogénicas, que apresentam variagdes individuais de viruléncia para o trato
respiratorio da galinha [19].

A ND faz parte da “lista A” das enfermidades infecciosas do “Office
Internacional des Epizooties - OIE” [20] e apresenta destaque no Plano
Nacional de Sanidade Avicola - PNSA, sendo esta enfermidade considerada
um dos problemas sanitarios mais importantes do plantel avicola brasileiro.
Com isso o surgimento de um surto da ND, além de acarretar elevadas perdas

econdmicas ao pais, se torna um grande obstaculo a exportagdo de produtos
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avicolas para outros mercados consumidores, uma vez que programas
profilaticos referentes a esta enfermidade estdo enquadrados nos sistemas de
biosseguridade, sendo estabelecidas barreiras sanitarias para exportacao e
importacdo entre os paises [21, 22, 23].

O controle da ND é frequentemente realizado, em aves reprodutoras,
frangos de corte e poedeiras comerciais, mediante vacinacao e principios de
manejo que evitem a disseminacdo do virus e eliminem a infeccdo de uma
regido ap0s um surto. Porém, estas medidas nem sempre séo suficientes,
devido a falta de politica de controle sanitario em criacdes domésticas [21]. Um
estudo realizado no ano de 2010 mostrou a prevaléncia de 39,1% de amostras
soropositivas no Brasil durante os anos de 2002 a 2003. Demonstrando a
predominéancia na regiao Sudeste (66,4%), seguido pelo Centro-Oeste (23,3%)
e Sul (22,3%) das regides [24]. Nesse contexto, reforca-se a grande
importancia dessa pesquisa, cujo objetivo € verificar a atividade virucida “in
vitro” e “in vivo” de um extrato etandlico de prépolis verde sobre uma cepa

lentogénica do virus da doenca de Newcastle.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Virologia e
Imunologia, da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas -
UFPel, em colaboracdo com o Laboratério de Produtos Naturais da Faculdade

de Farméacia da Universidade Bandeirante de Sado Paulo — UNIBAN.

2.1. Extrato etandlico de prépolis verde

O extrato etandlico de prépolis verde (EEPV) foi obtido através da
mistura de propolis bruta triturada com alcool etilico (p.a.) e mantidos sob
agitacdo de 160 rpm a uma temperatura de 40°C por 18h. Apls esse
procedimento, a amostra foi armazenada em freezer por 1 a 2 horas, para a
reducdo do teor de gordura no extrato e posteriormente filtrada para a
separacdo da porcao insoltvel. Apds a secagem da por¢éo insolavel e repetiu-
se o procedimento. O solvente foi evaporado em rotaevaporador a temperatura
de 70°C até a obtencdo do extrato mole da propolis. Durante a realizacdo do
experimento, a solugéo etandlica foi mantida sob refrigeracéo a 4° C.
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2.2. Citotoxicidade do EEPV.

Previamente a avaliacdo da atividade virucida do extrato etandlico de
propolis verde, foram realizados testes visando avaliar a sua toxicidade ao
embrido de galinha. Para tanto, foram testadas diferentes concentracdes de
propolis: 40000 pg/dose, 4000 pg/dose, 400 pg/dose e 4 pg/dose, com base
em estudos sobre a atividade antiviral, anteriormente realizado pelo nosso
grupo de pesquisa [25]. A inoculacdo foi realizada seguindo metodologia
conhecida [20]. ApOs a perfuragdo da casca do ovo, foram inoculadas as
concentracdes de prépolis a serem avaliadas em um volume de 100 pl/ovo, em
triplicata. Apds incubacédo por cinco dias a 37° C, dois ovos referentes a cada
concentracdo de propolis, foram abertos para avaliacdo de possiveis lesdes no
embrido e alteragbes no liquido alantoide. O restante dos ovos continuou
incubado até eclosao dos pintinhos.

2.3. Virus

Uma amostra vacinal do virus da doenca de Newcastle (cepa La Sota),
produzida em ovos embrionados de galinha, foi gentiimente fornecida pelo
Laboratorio Bio-Vet S/A. A amostra liofilizada, foi reconstituida em 5 mL de
PBS estéril (pH 7.4) e inoculada (100uL) em 12 ovos embrionados, com 11 dias
de incubacgdo. Foram incubados por 5 dias, a 37°C com umidade relativa do ar
controlada de 60% e posteriormente, coletou-se o liquido alantéide e foram
realizadas mais 5 passagens utilizando o mesmo protocolo. A cada passagem
foi realizado o teste de hemaglutinacéo, para a verificagcdo da titulagao viral. Ao
final coletou-se o liquido alantoide, liofilizou-se e armazenou-se a -10°C.

2.4. Atividade virucida do EEPV “in vitro”.

Visando a avaliacdo da atividade virucida do extrato etandlico de
propolis verde in vitro, o NDV foi exposto a 5 tratamentos com diferentes
concentragbes do EEPV. Este extrato foi diluido em PBS, nas seguintes
concentracbes 4000ug/dose (T1), 400ug/ dose (T2), 40ug/ dose (T3), 4ug/
dose (T4), Opg/ dose (controle). Foi acrescentadas as diluicbes, 500uL de virus
aos tratamentos e incubdos a 37°C e a 22°C por 8 horas. A titulagdo foi
realizada em triplicata em 5 periodos de incubacdo (0, 1, 2, 4 e 8 horas),
através da técnica de Hemaglutinacdo. Esta técnica é baseada em diluicdes

seriadas de base logaritmica 2 (log2) com um diluente tipo salina tamponada
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(PBS). As diluigGes foram feitas em microplacas com 96 cavidades, sendo que
cada tratamento ficou em uma cavidade. As diluicbes iniciam-se em 1:2,
seguindo-se na mesma proporc¢do. Depois de realizado as diluicdes, adicionou-
se as placas, uma suspensao de hemacias de galinha lavadas a 1%. Onde
houve antigeno suficiente, houve a formacgéo de um tapete de hemacias. Onde
a diluicdo foi alta e ndo houve mais antigeno suficiente, as hemacias
sedimentaram formando um pequeno botdo. Essa avaliacdo foi realizada em
dois ensaios (1° e 2° ensaio) com dois diferentes titulos virais, 512 e 1024

respectivamente.

2.5. Microscopia Eletrdnica

Para avaliacdo do efeito virucida da prépolis sobre o NDV foi retirada
uma amostra do tratamento 1 (solucao de prépolis e virus na concentragcdo de
4000ug/dose) e do controle com 8 horas de incubacéo, previamente utilizada
para o teste HA. A amostra foi centrifugada a 26000 rpm durante 5 horas. O
pellet formado foi ressuspendido em 1mL de PBS com pH 7.4. O mesmo
procedimento foi realizado com o tratamento controle. As amostras entédo foram
coradas negativamente com acido fosfotingstico e observadas em microscopio

eletronico de transmissao (Zeiss EM 109) a 80 kilovolts.

2.6. Atividade virucida do EEPV “in vivo”.

Foram utilizados 250 ovos embrionados de galinha, com nove dias de
incubagéo, de matrizes pesadas com 32 semanas de idade, como modelo
biologico “in vivo” para avaliacdo da atividade virucida do EEPV. Os ovos
embrionados de galinha foram fornecidos pelo Conjunto Agrotécnico Visconde
da Graca (CAVG), do Instituto Federal Sul-rio-grandense - IFSul, foram
mantidos em incubadora a 37° C, com umidade controlada de 60%. Os
experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da UFPel (CEEA/UFPel). Os tratamentos utilizados neste estudo foram
0s mesmos do ensaio “in vitro” totalizando 25 ovos por tratamento em cada
temperatura de associacdo prépolis e virus. Os ovos foram inoculados via
cavidade corioalantdide com 100uL do virus combinado as diferentes
concentracbes de propolis e imediatamente incubados por cinco dias a 37°C
com umidade controlada de 60%. Foi feita a ovoscopia diaria, para verificar

mortalidade embrionaria, e no final de cinco dias estes ovos foram abertos em
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fluxo laminar e coletado o liquido alantdide de forma asséptica e posteriormente
centrifugadas a 2500 rpm e armazenadas em ultrafreezer a -70°C até o dia da
realizacdo da titulacao viral por HA. Este procedimento foi realizado da mesma

forma do ensaio in vitro.

2.7. Analise Estatistica

Foi feita andlise de variancia através do procedimento General Linear
Models, do pacote estatistico SAS 8.0 (2001), procurando verificar,
estatisticamente, as diferencas entre o0s tratamentos. As varidveis que
apresentaram diferenca estatistica ao teste F foram submetidas ao teste de
Tukey (P<0.05), procurando identificar diferencas entre as meédias dos

tfratamentos.

3. Resultados

3.1. Citotoxicidade do EEPV.

Apés a abertura dos ovos, verificou-se que na concentracdo maxima
(40000pg/dose) ocorreu morte do embrido, o que fez com que esta
concentracdo nédo fosse utilizada. Nas demais concentracdes (4000 pg/dose,
400 pg/dose, 40 pg/dose e 4 pg/dose) ndo foram observadas alteracdes
macroscopicas no embrido e nenhuma alteracdo no liquido alantoide
decorrentes da inoculacdo dos niveis de prépolis testados. Os demais ovos, ao
final do periodo de incubacao, eclodiram pintinhos viaveis. Por esta razao,
decidiu-se utilizar essas concentracbes para avaliar a capacidade virucida do
EEPV.

3.2. Atividade virucida do EEPV ‘in vitro” no 1° ensaio.

Quando avaliado os tratamentos a 22°C no periodo de incubagdo zero
hora, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05) (Figura
1). No periodo de 1 hora, os tratamentos T1, T2, T3 e T4 nao diferiram
estatisticamente entre si, mas todos foram superiores ao controle (P<0.0001)
(Figura 1). Com 2 horas de incubagcdao do NDV com os tratamentos, o
tratamento que mostrou melhor desempenho foi o T2 diferindo dos demais,
sendo que os tratamentos T1l, T3 e T4 nao diferiram entre si, mas foram

superiores ao controle (Figura 1). Ao observar o periodo 4 horas de incubagéo,
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verificou-se que o T1 foi superior estatisticamente aos demais tratamentos
(P<0.0001), sendo seguido por T2, T3 e T4, sendo eles superiores
estatisticamente ao controle (Figura 1). Ja no periodo de 8 horas, houve uma
melhor resposta do T1 e T2 (P<0.0001) sobre os demais tratamentos, sendo
gue os tratamentos T3 e T4 foram superiores ao controle, ndo diferindo entre si
(Figura 1).

Quando avaliado os tratamentos a 37°C no periodo zero hora, nédo se
observou diferenca entre os tratamentos (P>0.05) (Figura 2). No periodo de 1
hora de incubagdo, houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(P<0.0001), onde o melhor resultado foi obtido no T1 seguido pelo T2. Ainda
neste periodo de incubacdo o T4 nao diferiu do controle (Figura 2). O mesmo
ocorreu no periodo de duas horas, sendo que o T1 obteve a melhor resposta
(P<0.0001) (Figura 2). Ja nos periodos 4 e 8 houve diferenca estatistica do T1
e T2 em relacdo aos demais tratamentos (P<0.0001), porém nao houve

diferenca estatistica significativa entre os mesmos (Figura 2).

3.3. Atividade virucida do EEPV “in vitro” no 2° ensaio.

Ao avaliar os tratamentos a 22°C a zero hora de incubacéo, verificou-se
que o T1, T2 e T3 foram estatisticamente superiores ao T4 (P<0.0001), que
nao diferiu do controle (Figura 3) . No periodo de 1 e 2 horas de incubacao, o
T1 foi estatisticamente superior aos demais tratamentos (P<0.0001), sendo que
o T2 e T3 nao diferiram entre si, porém foram superiores ao T4 e ao controle
(Figura 3). Ja nos periodos 4 e 8 horas, o T1 foi superior aos demais
tratamentos (P<0.0001) (Figura 3).

A 37°C, os tratamentos quando avaliados no periodo de zero e 1 hora,
observou-se que o T1 foi o superior aos demais tratamentos (P<0.0001),
seguido por T2, sendo que T3, T4 e controle ndo diferiram estatisticamente
(P>0.05) (Figura 4). No periodo de 2 horas de incubacéo, o T1 continuou sendo
o melhor tratamento, seguido pelo T2 e T3, porém T4 ndo diferiu do controle
(P>0.05) (Figura 4). Ja quando avaliado 4 e 8 horas de incubacdo, os
tratamentos T1 e T2 foram superiores aos demais tratamentos (P<0.0001),
porém nado diferiram entre si. Nestes mesmos periodos o T3 foi superior e
diferiu do T4 e do controle (P<0.0001), sendo que estes dois ultimos nao
apresentaram diferenca estatistica (Figura 4).
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3.4. Microscopia Eletronica.

Na microscopia eletrénica foi observada na amostra controle particulas
virais esféricas medindo entre 125 a 250 nanémetros de diametro, apresentado
um nucleocapsideo envolto por um delicado envelope com cerca de 10
nandémetros, dotado de projecbes de hemaglutinina tipicas dos paramixovirus
(Figura 5). JA na amostra contendo EEPV e NDV (Figura 6a e b) foi
evidenciada uma desorganizacdo do envelope viral, podendo ser ainda
observadas as proje¢cdes de hemaglutinina no formato de “corda desenrolada”.
O &cido nucléico tornou-se uma massa disforme, com posterior retracao,
deixando lacunas. Na figura 6b, o processo parece estar em fase mais

adiantada.

3.5. Atividade virucida EEPV ‘in vivo”

Quando avaliados os tratamentos a 22°C no periodo de incubacédo zero
hora, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05) (Figura
6). Nos periodos de 1, 2, 4 e 8 horas, os tratamentos T1, T2, T3 e T4 foram
superiores ao controle (P<0.0001), mesmo ndo sendo diferentes entre si
(Figura 6).

Quando avaliados os tratamentos a 37°C no periodo de incubacéo zero
hora, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0.05) (Figura
7). No periodo de 1 hora, os tratamentos T1, T2, T3 e T4 foram superiores ao
controle (P<0.0001), mesmo nao sendo diferentes entre si (Figura 7). Em 2 e 4
horas de incubacdo, o T1 foi superior aos demais tratamentos (P<0.0001),
sendo que T2, T3 e T4 foram superiores ao controle (P<0.0001) (Figura 7). Ja
em 8 horas, T1 e T2 foram superiores aos demais tratamentos (P<0.0001), mas
nao diferiram entre si. Os tratamentos T3 e T4 foram superiores ao controle
(P<0.0001) (Figura 7).

4. Discussao

As enfermidades virais, as quais estdo entre as principais ameacgas a
salude humana e dos animais, podem ser minimizadas ou evitadas com
utiizacdo de medidas de biosseguridade, bem como com emprego de
substéancias virucidas. Contudo, o uso indiscriminado destas substancias pode

acarretar em problemas de toxicidade e resisténcia as drogas, fazendo com
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que se aumentem as doses para supressdo da replicagao viral [26, 27].
Portanto, o sucesso da prevencéo e tratamento de muitas enfermidades virais
esta relacionado ao desenvolvimento de novas drogas virucidas, ou mesmo no
aperfeicoamento das ja existentes [28]. Neste estudo, a atividade virucida do
EEPV “in vitro”, conforme esperado, ndo foi observada quando as diferentes
concentracdes de prépolis avaliadas (4000 ug/dose, 400 ug/dose, 40 ug/dose,
4 ug/dose ou 0 pg/dose) foram associadas ao virus e imediatamente testados
por HA, havendo apenas a reducdo dos titulos virais a partir de 1 hora de
incubacdo do NDV e EEPV em ambas temperaturas testadas (22 e 37°C). A
auséncia do efeito virucida na hora zero de incubacéao foi verificada apenas no
primeiro ensaio in vitro. Também foi verificada uma relacdo virucida,
concentracdo dependente, onde se observou que a medida que se
aumentaram as concentracdes do extrato de prépolis, ocorreu um declinio dos
titulos virais. Resultados semelhantes ja foram descritos, utilizando extratos
etandlico e aquoso de propolis e evidenciando que a atividade da proépolis é
tempo e concentracdo dependente [25, 29, 30]. Porém com relagcdo ao tempo
de incubacao discordando destes autores vale ressaltar que no segundo ensaio
in vitro alguns tratamentos jA mostraram efeito virucida imediatamente apés a
combinacéo.

Quando avaliado o efeito de tratamento sobre a temperatura e periodo
de incubagéo do NDV e o EEPV, os tratamentos que proporcionaram a maior
atividade virucida nos ensaios in vitro, contra o NDV foram o T1 (4000ug/dose)
e T2 (400ug/dose), quando incubados a partir de 2 horas e 4 horas de
incubacédo respectivamente, sob a temperatura de 37°C, quando inativaram o
virus por completo (Figuras 2 e 4). Essa temperatura € ideal para a adsorcao
do virus com a membrana celular, pois inicia o processo de reorganizacdo das
glicoproteinas para a adsor¢do com a membrana celular [15, 31, 32], sugerindo
que os virus acabam se tornando mais suscetiveis a acdo de agentes
virucidas/desinfetantes. A 22°C, obteve-se um resultado semelhante apenas
com o T1, onde se observou que houve a necessidade de um maior tempo de
incubacéo do virus com o EEPV, 0 que sugere que a uma temperatura mais
baixa, ha uma necessidade de maior tempo de exposi¢do do virus a propolis.
Estes resultados também podem estar relacionados devido a propolis ser uma
substancia resinosa que altera seu estado fisico em funcdo da temperatura.

Com menos de 15°C ela fica mais endurecida, a medida que se aumenta a
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temperatura torna-se mais maleavel, a mais de 30°C aumenta a sua
elasticidade, vindo a se fundir com mais de 60°C [33]. Com isso ha temperatura
de 22°C, acaba dificultando a sua associacdo com as particulas virais, ja que a
temperatura € uma medida da agitacdo térmica dos atomos e moléculas.
Alguns autores sugerem que a acdo do EEP sobre os virus causa uma
desagregacao e desorganizacdo das glicoproteinas do envelope viral, bem
como das proteinas que compde o nucleocapsideo, expondo o material
genético [29], o que se confirmou neste trabalho com a ME, a qual evidencia a
desorganizacao do envelope viral, onde as projecdes de hemaglutinina ficaram
no formato de “corda desenrolada”. O &cido nucléico tornou-se uma massa
disforme, com posterior retracdo, deixando lacunas (Figura 5a e b). Resultados
muito semelhantes foram obtidos no segundo ensaio “in vitro”.

A maior parte dos estudos que avaliam as propriedades bioativas da
prépolis e de outros produtos naturais € realizada utilizando modelos in vitro.
No entanto, os resultados promissores “in vitro”, nem sempre resultam em um
produto final devido a falta de recursos, farmacocinética desfavoravel,
toxicidade, ou ainda ineficacia da propriedade bioativa em questéo, in vivo. A
correlacdo entre as concentracfes “in vitro” de compostos virucidas e a sua
relativa eficicia in vivo é pequena [26]. Neste sentido, ovos embrionados de
galinha constituem um modelo biolégico valioso para estudos in vivo com virus
de diversas familias, com a vantagem de possuir baixo custo e aceitacdo das
comissdes de ética em experimentacdo animal e grupos de defesa dos
animais. Além disso, o0 que destaca a utilizacdo deste modelo bioldgico é o fato
de que muitos aspectos da relacdo virus-hospedeiro ja foram esclarecidos
através de estudos de virus infectando o liquido alantoide [34, 35, 36, 37].

Os resultados do ensaio “in vivo” foram muito semelhantes aos
resultados “in vitro”, apenas ndo ocorreu a inativacao total do virus, pois o NDV
foi inoculado em ovos embrionados de galinha, onde estes promovem um
ambiente propicio a propagacdo de particulas virais remanescentes. Mas
houve uma reducéo estatisticamente significativa do titulo viral mais evidente a
37°C, na utilizacdo do T1 (4000pg/dose) essa reducéo foi de 3.01 para 0.60
(log10), obtida a partir de duas horas de incubacdo do NDV com EEPV,
manifestada pelo teste de hemaglutinacéo (Figura 5b).

E provavel que a atividade virucida da propolis ndo seja causada por

apenas um composto quimico, mas por um sinergismo entre seus constituintes
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[29]. A atividade observada no presente estudo provavelmente esteja
relacionada aos altos niveis de compostos fendlicos e flavonoides encontrados
na propolis verde utilizada (Tabela 1), os quais atuam sobre o envelope viral
[40, 41]. Amoros et al.[39] identificaram efeito virucida de uma prdpolis européia
em virus envelopados como os herpesvirus simplex tipos 1 e 2, 0 que ndo se
repetiu em virus ndo envelopados como o adenovirus e poliovirus tipo 2 e 0
virus da estomatite vesicular. Brum [40] obteve a atividade virucida contra o
HSV1, quando utilizado extrato de “Geranium sanguineum L.”, uma planta
riquissima em flavondides, acidos fendlicos e taninos. Nolkemper et al. [29]
encontraram pronunciada atividade virucida contra o herpes simplex virus tipo
2 (HSV-2) utilizando extratos aquoso e etandlico de uma amostra Tcheca de
prépolis, ricos em compostos fendlicos e flavondides e por Vilela [38], a qual
encontrou inibicdo total de poxvirus tratado com EEPV e posterior inoculacdo
em membrana corioalantoide .Neste estudo, um extrato etandlico de prépolis
verde demonstrou efeito virucida contra o NDV. Este efeito foi dependente da
concentracdo de propolis utilizada, bem como do tempo e da temperatura de
incubacdo entre o virus e o extrato etandlico. Os resultados encontrados no
sugerem a utilizacdo deste EEPV como uma alternativa no combate a

infeccbes pelo NDV.
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Legenda das tabelas e figuras

Tab.1. Relacdo dos componentes bioativos e suas concentracdes, obtido por

CLAE no extrato etandlico de propolis verde utilizado.

Fig.1 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentracdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Oug/dose) em cinco

dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 22°C “in vitro” — 1°ensaio.

Fig.2 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentracdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Opg/dose) em cinco

dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 37°C “in vitro” — 1°ensaio.

Fig.3 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentracdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Oug/dose) em cinco

dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 22°C “in vitro” — 2°ensaio.

Fig.4 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentra¢gdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Oug/dose) em cinco

dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 37°C “in vitro” — 2°ensaio.

Fig.5. Particulas virais esféricas medindo entre 125 a 250 nandmetros de
diametro, apresentando um nucleocapsideo envolto por um delicado envelope

com cerca de 10 nandmetros (). Controle negativo. Coloracédo negativa.

Fig.6. Particulas virais apés incubacdo com o T1. (a) Desorganizacdo do
envelope viral (<), projecbes de hemaglutinina no formato de “corda
desenrolada”. Acido nucléico em forma de uma massa disforme, com posterior
retracdo. (b) Processo parece estar em fase mais adiantada. Coloracéo

negativa.

Fig.7 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentragdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Oug/dose) em cinco
dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 22°C “in vivo”.
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Fig.8 Cinética do titulo viral NDV quando incubado com cinco concentragdes de
EEPV (4000ug/dose, 400ug/dose, 40ug/dose, 4ug/dose, Oug/dose) em cinco

dos periodos (0, 1, 2, 4 e 8 horas) a 37°C “in vivo”.
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Tempo de Concentrac&o. do extrato
Nome Retencéo mole - EEPV(mg/q)
Acido cafeico 2,88 0,87
Acido p-cumarico 4,49 20,98
Acido cafeico (derivado 1) 7,11 6,46
Acido cafeico (derivado 2) 9,5 7,32
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 1) 12,73 7,61
Acido cafeico (derivado 3) 14,12 3,27
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 2) 17,69 1,05
Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico 19,13 9,92
2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 20,91 0,91
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 3) 22,2 1,54
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 4) 25,14 5,88
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (derivado 5) 25,97 0,82
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) 27,86 27,46
Acido cinamico (derivado 1) 30,94 11,91
Acido 6-propendico-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-
benzopirano 31,52 2,47
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4. CONCLUSAO

- O extrato etanolico de propolis verde utilizado estd em conformidade com os
padrbes estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

- O extrato etandlico de prépolis verde nas concentracdes utilizadas
(4000pg/dose, 400ug/dose, 40ug/dose e 4ug/dose), ndo é prejudicial para o

desenvolvimento de embrides de galinha.

- O extrato etanodlico de propolis verde demonstrou efeito virucida contra o

Paramixovirus avidrio tipo 1, tanto in vitro, quando in vivo;

- O efeito virucida do EEPV foi dependente da concentracdo do extrato
etandlico de prépolis verde utilizado, bem como do tempo de incubacgéo entre o

virus e o extrato etandlico;

- O extrato etanolico de propolis verde rico em compostos fendlicos, nas
concentracdes de 4000ug/dose, 400ug/dose, destruiu o envelope viral do NDV,

a qual foi demonstrada por microscopia eletronica.

- O extrato etandlico de proépolis verde pode ser utilizado como uma alternativa

de agente virucida natural contra o NDV.
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a horizontal line,
e.g., Xp/Ym
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for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to
enable other scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these
sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession nhumber cited in an article, authors should type the accession
number in bold, underlined text . Letters in the accession number should always be capitalised.
(See example below.) This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to
recognise the relevant texts as accession numbers and add the required link to GenBank's
sequences.

Example: GenBank accession nos. AI631510, AI631511 , AI632198, and BF223228 ), a B-
cell tumour from a chronic lymphatic leukaemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a T-cell
lymphoma (GenBank accession no. AA361117 ).

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or
number can result in a dead link. In the final version of the printed article, the accession
number text will not appear bold or underlined. In the final version of the electroniccopy, the
accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling
readers to go directly to that source from the article.

Editorial Review
All manuscripts are subject to peer review. If changes are requested, revisions received later than
3 months after this request will be treated as new submissions.

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post). Elsevier now sends PDF proofs
which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 available free
from =+ http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to
annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the
Adobe site: E+http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.htmi#70win. If you do
not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the
Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line humber.
If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the
pages and e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get
your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as
inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is
received.

Language and language services

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit E+http://www.elsevier.com/languageediting or our customer support site
at @+ http://epsupport.elsevier.com for more information.



http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win
http://www.elsevier.com/languageediting
http://epsupport.elsevier.com/

80

Page charges
The Journal does not charge a submission fee.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. The
PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the
journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

Queries

All questions arising after acceptance of a manuscript by the editor, especially those relating to
proofs, publication and reprints should be directed to the publishers, Elsevier Ireland Ltd., Elsevier
House, Brookvale Plaza, East Park, Shannon, Co. Clare, Ireland. Tel: +353 61 709600, Fax: +353
61 709100, E-mail: support@elsevier.com. In the USA and Canada: For further information,
contact Elsevier Inc., Attn: Journal Information Center, 360 Park Avenue South, New York, NY
10010, USA. Tel: +1 212 6333750; Fax: +1 212 6333990; Telex: 420-643 AEP Ui; E-mail: usinfo-
f@elsevier.com.

Policy and Ethics

Declarations

Upon submission you will be required to complete and upload this form (pdf version or word
version) to declare funding, conflict of interest and to indicate whether ethical approval was
sought. This information must also be inserted into your manuscript under the acknowledgements
section with the headings below. If you have no declaration to make please insert the following
statements into your manuscript:

Funding: None

Competing interests: None declared

Ethical approval: Not required

Ethics

Work on human beings that is submitted to IJAA should comply with the principles laid down in
the Declaration of Helsinki; Recommendations guiding physicians in biomedical research involving
human subjects. Adopted by the 18th World Medical Assembly, Helsinki, Finland, June 1964,
amended by the 29th World Medical Assembly, Tokyo, Japan, October 1975, the 35th World
Medical Assembly, Venice, Italy, October 1983, and the 41st World Medical Assembly, Hong Kong,
September 1989. The manuscript should contain a statement that the work has been approved by
the appropriate ethical committees related to the institution(s) in which it was performed and that
subjects gave informed consent to the work (see declarations section above). Studies involving
experiments with animals must state that their care was in accordance with institution guidelines.
Patients' and volunteers' names, initials, and hospital humbers should not be used.

Competing interests

See the declarations section above. All authors must disclose any financial and personal
relationships with other people or organisations that could inappropriately influence (bias) their
work. Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies, stock
ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other
funding.

Role of the funding source

See the declarations section. All sources of funding should be declared. Authors should declare the
role of study sponsors, if any, in the study design, in the collection, analysis and interpretation of
data; in the writing of the manuscript; and in the decision to submit the manuscript for
publication. If the study sponsors had no such involvement, the authors should so state.

Randomised controlled trials

All randomised controlled trials submitted for publication in IJAA should include a completed
Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) flow chart. Please refer to the CONSORT
statement website at B+ http://www.consort-statement.org for more information. IJAA has
adopted the proposal from the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) which
require, as a condition of consideration for publication of clinical trials, registration in a public trials
registry. Trials must register at or before the onset of patient enrolment. The clinical trial
registration number should be included at the end of the abstract of the article. For this purpose, a
clinical trial is defined as any research project that prospectively assigns human subjects to
intervention or comparison groups to study the cause-and-effect relationship between a medical
intervention and a health outcome. Studies designed for other purposes, such as to study
pharmacokinetics or major toxicity (e.g. phase I trials) would be exempt. Further information can
be found at =+ www.icmje.org.revisions received later than 3 months after this request will be



mailto:support@elsevier.com
mailto:usinfo-f@elsevier.com
mailto:usinfo-f@elsevier.com
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/IJAA%20author%20declaration%20form.pdf
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/IJAA%20author%20declaration%20form.doc
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/IJAA%20author%20declaration%20form.doc
http://www.consort-statement.org/
http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/505521/www.icmje.org

81

treated as new submissions.

Authors in Japan please note: If you would like information about how to have the English of
your paper checked, corrected and improved (before submission),please contact our Tokyo office
who will inform you of the services provided by language correctors: Elsevier Japan, 9-15 Higashi-
Azabu 1-chome, Minato-ku, Tokyo, 106 Japan, Tokyo; Tel: +81-3-5561-5032; Fax: +81-3-5561-
5032.

Proofs will be sent to the authors to be carefully checked for printer's errors.Changes or additions
to the edited manuscript cannot be allowed at this stage. Corrected proofs should be returned to
the publisher by email within two days of receipt.

Page charges will not be made.

Twenty-five free reprints will be supplied. The publisher will send authors a form enabling
further reprints to be ordered at prices listed on the form.

Illustrations Photographs should be presented as high quality jpg (jpeg) or tiff files with high
contrast. Magnification should be indicated by a line representing the actual scale of reproduction
(0.1 mm, 1mm or 10 mm); the use of magnification factors is to be avoided where possible.
Illustrations will not be redrawn by the Publisher: line figures should be suitable for direct
reproduction. They should be prepared with black on white background, or be black-and-white
images; they should be completely and consistently lettered, the size of the lettering being
appropriate to that of the illustration, taking into account the necessary reduction in size.

Illustrations should be designed to fit either a single column (84 mm wide) or the full text width
(175mm). However, if specifically requested by the author(s), plates may be reproduced larger
than the typeset area; all originals for these should have the same proportions to achieve
uniformity in their presentation. N.B. When plates are required to fill the entire page, the originals
should have the dimensions 215 x 285 mm and contain no essential information or labelling near
the edges. Further information about artwork can be found on the World Wide Web: access

under =+ http://www.elsevier.com/locate/authorartwork

Colour figures will be included subject to the authors' agreement to defray the cost.

Tables All tables must be cited in the text and have titles. Number them consecutively with Arabic
numerals. Table titles should be complete but brief. Information other than that defining the data
should be presented as footnotes.Only horizontal rules should be included, and kept to a
minimum.

All questions arising after acceptance of a manuscript by the editor, especially those relating to
proofs, publication and reprints should be directed to the publishers, Elsevier Ireland Ltd., Elsevier
House, Brookvale Plaza, East Park, Shannon, Co. Clare, Ireland. Tel: +353 61 709600, Fax: +353
61 709100, E-mail: Editors@elsevier.ie. In the USA and Canada: For further information,
contact Elsevier Inc., Attn: Journal Information Center, 360 Park Avenue South, New York, NY
10010, USA. Tel: +1 212 6333750; Telefax: +1 212 6333990, Telex: 420-643 AEP Ui; E-

mail: usinfo-f@elsevier.com.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear
in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as
specified as conditions of their grant awards. To learn more about the existing agreements and
policies please visit =+ http://www.elsevier.com/fundingbodies

Sponsored Articles:

International Journal of Antimicrobial Agents offers authors the option to sponsor non-subscriber
access to their articles on Elsevier's electronic publishing platforms. For more information please
view our Sponsored Articles information page. =+
http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/sponsoredarticles.



http://www.elsevier.com/locate/authorartwork
mailto:Editors@elsevier.ie
mailto:usinfo-f@elsevier.com
http://www.elsevier.com/fundingbodies
http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/sponsoredarticles

Top of Page

:%1 Printer-friendly version

82


http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/505521/authorinstructions
javascript:openPrinterFriendlyPage()
javascript:openPrinterFriendlyPage()

