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Apresentacao

Optou-se por apresentar este trabalho em forma de artigo cientifico, conforme
possibilitado pela Decisdo 02/2013 da Comissdo de Graduacdo em Ciéncias Biologicas
(http://www.ufrgs.br/comgradbio/index.php). O presente trabalho sera submetido na
forma de Short Communication a revista Pharmaceutical Biology, sendo que obedece
aos padroes de apresentacdo exigidos pela mesma, devidamente anexados ao final do
artigo. No entanto, decidiu-se por apresentar as figuras e tabelas no decorrer do texto
devido a praticidade de leitura e correcdo pelos membros da Banca Examinadora.

Algumas figuras apresentam a formatagao original em inglés.
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Sumario

Contexto: As comunidades locais que habitam a regido da Caatinga brasileira possuem
um conjunto significativo de conhecimento tradicional e um nimero consideravel de
plantas medicinais usadas para curar véarias doencas.

Objetivos: Este estudo teve como objetivo rastrear 23 extratos vegetais aquosos contra
dois modelos bem conhecidos e estudados de formacdo de biofilme de bactérias:
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

Materiais e métodos: Para avaliar o efeito de extratos na formacdo de biofilme, utilizou-

se 0 ensaio de cristal violeta e imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura, assim
como medic¢Oes da absorbancia a 600 nm para avaliar o crescimento bacteriano. Os
extratos que apresentaram atividades promissoras foram investigados quanto a sua
citotoxicidade por MTT e o seu perfil fitoquimico qualitativo foi avaliado por CCD.
Resultados: Dez extratos apresentaram atividade importante contra o biofilme de S.
epidermidis, enquanto apenas 3 extratos reduziram o crescimento bacteriano. Em
relacdo a P. aeruginosa, os extratos exibiram um perfil diferente: 3 extratos inibiram
100 % do crescimento bacteriano, prevenindo a formacdo de biofilme por meio da
inibicdo de crescimento bacteriano. As imagens de MEV confirmam que a adesdo
bacteriana e a estrutura do biofilme foram fortemente inibidas. Além disso, foram
encontradas respostas diferentes para viabilidade celular. A andlise fitoquimica
preliminar dos extratos mais ativos revelaram a presenca de flavondides, terpendides,
esteroides, aminas e polifendis.

Discussdo e conclusdo: Este trabalho indica que os frutos de Apuleia leiocarpa e

Poincianella pyramidalis, bem como folhas de Harpochilus neesianus possuem
limitada citotoxicidade in vitro, e ttm um alto potencial como fonte de prot6tipos no

desenvolvimento de drogas antibiofilme.



1.0 Introducéo

Ha muito tempo, as plantas vém sendo utilizadas historicamente como agentes
medicinais, sendo que varias abordagens tém sido realizadas, ao longo dos anos, a fim
de selecionar plantas como candidatas para a descoberta de novas drogas (Balunas e
Kinghorn, 2005). Neste contexto, a etnofarmacologia contribui com uma visao
interdisciplinar na busca para a saide humana, e tém provado ser uma ferramenta
poderosa na descoberta de produtos naturais com acdo terapéutica (Reyes-Garcia,
2010).

A Caatinga brasileira, localizada na regido nordeste do Brasil, esta exposta a um
clima semiarido quente e seco, resultando em vegetacdo xerofitica com uma diversidade
floristica significativa (Rodal e Nascimento, 2006) . Este bioma semiarido é a Unica
grande regido totalmente inserida no territério nacional, e, por este motivo, tém se
discutido cada vez mais mecanismos e estratégias para a conservacdo da sua
biodiversidade (Albuguerque et al., 2012). A regido da Caatinga possui uma riqueza de
conhecimento tradicional acumulado pelos habitantes locais onde as plantas medicinais
sdo uma componente social e cultural importante, e as vezes sdo as Unicas alternativas
disponiveis para o tratamento de doencas. Estudos etnofarmacoldgicos recentes
demonstraram que as plantas da Caatinga tém potencial de prevenir a adesdo de
bactérias e seu crescimento (Trentin et al., 2011; Trentin et al.,, 2013), reduzir
significativamente a viabilidade de protozoéarios flagelados (Frasson et al., 2012), e de
reduzir a inflamacdo, lipoperoxidacéo e hiperalgesia em ratos (Santana et al., 2012).

Nos ultimos anos, os biofilmes tém atraido muita atencéo especialmente pelo seu
enorme impacto na medicina e na salde publica. As bactérias, sob a forma de biofilme
contribuem para a cronicidade e persisténcia das infeccBes, tais como aquelas

associadas com dispositivos médicos implantados (Francolini e Donelli, 2010). Este



importante estilo de vida permite aos patdgenos escapar das defesas imunes do
hospedeiro e resistir aos tratamentos antibacterianos (Hgiby et al., 2010).

Como parte de nossa investigacdo etnodirigida, o presente estudo teve como
objetivo avaliar 23 extratos vegetais aquosos contra Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa. Além disso, os extratos mais ativos foram submetidos a uma

avaliacdo citotoxica e um perfil fitoquimico preliminar.

2.0 Métodos

2.1 Material vegetal e extratos

As plantas utilizadas neste estudo tem aplicacdes medicinais pelas comunidades
da Caatinga (Agra et al., 2008 e informagédo da comunidade local) conforme resumido
na Tabela 1. As plantas foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau (PARNA do
Catimbau), Pernambuco, Brasil, em 2010. As espécies foram identificadas no herbario
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), onde um voucher de cada espécie foi
depositada. Os extratos aquosos foram preparados para reproduzir o seu uso tradicional,
de acordo com Trentin et al. (2011). Os ensaios foram feitos com uma concentragdo

final de 4 mg/mL.

2.2 Condicdes de cultura das cepas bacterianas

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 foram cultivadas em caldo Mueller Hinton (MH) (Oxoid Ltd., Inglaterra) durante
a noite, a 37 °C, e uma suspensdo bacteriana em solucdo salina esteril a 0,9 %,

correspondente a 1 escala de McFarland (3 x 10® UFC / mL), foi usada nos ensaios.



2.3 Atividade antibiofilme e antibi6tica

O ensaio da atividade antibiofilme foi realizado como estabelecido por Trentin et
al. (2011) empregando a técnica de cristal violeta. O crescimento bacteriano foi avaliado
pela diferenca entre os valores de absorbéncia inicial (t = 0) e final (t = 6 h para P.
aeruginosa e de 24 h para o S. epidermidis) a 600 nm, em placas de microtitulacdo de
96 pocos (Costar 3599, Corning, Inc., EUA). Valores superiores a 100% representam
uma estimulo do crescimento bacteriano ou formagéo de biofilme em comparagdo com
a amostra controle (ndo tratada). As amostras controle (sem tratamento) foram

substituidas por agua.

2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Biofilmes de  Staphylococcus epidermidis foram  cultivados em
microplacasplacas de 96 pocos com um pedacgo de lamina de Permanox ™ (NalgeNunc
International, EUA). Apdés as 24 horas de tratamento, as amostras foram processadas e
as laminas foram secas usando a técnica de ponto critico de CO,, conforme descrito por
Trentin et al. (2011), e por fim examinadas em um microscopio de varredura JEOL

JSM-6060.

2.5 Perfil fitogquimico

Os extratos que apresentaram atividade antibiofilme promissora contra 0s
microrganismos testados foram aplicados em placas de cromatografia em camada fina
(CCD) (gel de silica Merck 60 F254) utilizando butanol, &cido acético e agua (5:1:4)
como fase eluente. As placas foram visualizadas sob luz UV (254 e 365 nm, Handheld
lampada UV modelo 9403E, BioAmerica Inc., EUA) e reveladas com diferentes sprays

quimicos. Reagente natural seguido de polietilenoglicol foi utilizado para detectar os



flavonoides; cloreto férrico para polifendis; ninidrina para aminas e aminoacidos;
reagente anisaldeido sulfirico para esterdides, terpenos e saponinas e reagente de
Dragendorff para alcaldides e compostos de nitrogenados heterociclicos(Wagner e

Bladt, 1996).

2.6 Estudo da citotoxicidade

A toxicidade dos extratos selecionados (em 0,4, 2,0 e 4,0 mg/mL) foi
investigada usando a linhagem de células VVero de mamifero no ensaio de MTT (Tiazolil
Azul Tetrazolium Brometo, Sigma-Aldrich)(Mosmann, 1983). Nas amostras controle
(células ndo tratadas), os extratos foram substituidos por agua (100 % de viabilidade),

enquanto que 1 % de solugéo de Triton X-100 foi usada como controle positivo.

2.7 Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados pelo menos em triplicata, e os dados estéo
apresentados como percentagem média + desvio padrdo. As diferencas entre 0s grupos

foram avaliadas pelo teste t de Student (p < 0,05 foi considerado significativo).

3.0 Resultados e Discusséo

Vinte e trés dos 14 extratos de plantas diferentes foram testados a fim de
determinar a sua atividade antibiofilme e antibacteriana contra duas importantes
especies bacterianas (Tabela 1). Considerando S. epidermidis, o mais importante
causador de infecgbes associadas a dispositivos médicos (Otto, 2009), os resultados
revelaram que 10 extratos tém atividade potencial antibiofilme (que permitiu < 50% da
formagdo de biofilme): frutos de Apuleia leiocarpa (47%), folhas de Byrsonima

gardneriana (16%) , mistura de Harpochilus neesianus (19%) , folhas de Harpochilus



neesianus (31%) , folhas de Jacaranda rugosa (37%) , raizes de Piriqueta guaianensis
(26%) , frutos de Poincianella pyramidalis (36%) , ramos (13%) e folhas de
Sideroxylon obstusifolium (15%) e folhas de Turnera melochioides (26%). Ja o
crescimento de S. epidermidis foi inibido por apenas trés extratos: folhas de Byrsonima
gardneriana (16%), ramos (57%) e folhas de S. obstusifolium (52%). Em relacdo a P.
aeruginosa, espécie intrinsecamente resistente a varios tipos de antibidticos(Strateva e
Yordanov, 2009) , os nossos resultados demonstram que os extratos exibiram um perfil
de atividade diferente, em que a prevencao do biofilme parece estar relacionada com a
inibicdo do crescimento bacteriano, como observado para: folhas de Byrsonima
gardneriana, folhas de J. rugosa, folhas de M. lewessia, frutos de P. pyramidalis, raizes
de P. guianensis e ramos e folhas de S. obtusifolium. Estes resultados podem explicar
por que todas as plantas descritas acima, com excecdo de P. guianensis e T.
melochioides, séo utilizadas pelas comunidades da Caatinga contra as doengas que se

assemelham a inflamagdes e infecgGes (Tabela 1).



Table 1 — Dados etnofarmacoldgicos e atividade bioldgica de 23 extratos aquosos (4 mg/mL) de 14 plantas medicinais da Caatinga contra a formacao de biofilme e
crescimento de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.

S. epidermidis P. aeruginosa
lglaogfmgllantlflco daespeciee  Voucher Formas de uso, preparacdo e indicacdo  parte ysada  Formacéo de Crescimento Formacdo de  Crescimento
terapeutica biofilme (%)  bacteriano (%)  biofilme (%)  bacteriano (%)
L A decocgdo € usada contra ulceras Folhas 185.7 £ 3.3* 121.4 + 6.4* 99.6 +16.0 1349 +2.5*
JAF;UIG |at|)e|oclzir|cl;a (Vogel) IPA 87902 externas. E consumida como tdnico
-F.Vlacbr. — Fabaceae (CP). Frutos 479 +2.0%*  209.3 +55%  82.4 +4.8* 834 +1.3
Bvrsonima aardneriana DecocgOes sdo usadas contra ulceras
y garanel IPA 85917 externas e inflamagdes (Agra et al., Folhas 16.0 £ 3.8* 162.0 + 34.0* 31.7 £5.08* 445 + 2.3*
A.Juss. — Malpighiaceae 2008)
Croton heliotroniifolius A decoccdo é usada contra dor
P IPA 85697 intestinal, gripe, asma e bronquite. Folhas 85.4+11.3 91.8+24 87.2 +2.5* 1259 £3.6
Kunth -Euphorbiaceae (Agra et al., 2008)
Mistura de
) folhas, * - *
Harpochilus neesianus IPA g576g O Xarope é usado contra asmas, t0sse, frutos 196+3.2 46.2+7.1 78.9+54 118.2+2.3
Mart. ex Nees. - Acanthaceae bronquite e como expectorante (CP). ramos
Folhas 31.3+12.1* 143.2 £ 3.2* 103.1+£13.8 109.6 £ 34
Inomea brasiliana Chois Contra dermatite, sarna, sifilis e Glceras Mistura de
I\aeisn - Convolvulaceaey IPA 85701 de pele. Usada para tomar banho ou ramose 150.1 + 14.3* 217.3 £ 5.6* 60.7 +17.1* 1033 +14
lavar as partes afetadas (CP). folhas
Jacaranda rugosa Uma infusdo em &gua ou maceracao em
gos . IPA 85710 alcool. Possui uso contra sifilis e Folhas 37.2+£3.8* 198.9 £ 26.5*  26.6 +10.0* 0 £0*
A.H.Gentry - Bignoniaceae dlceras (CP)
Mimosa lewisii IPA 5902  arope € usado como expectorante e .o 120.0+10.7%  199.9+28.4%  452+8.3* 0 +0*
Barneby — Fabaceae contra doengas respiratorias (CP).
Folhas 156.8 £ 2.4* 2852+ 7.0 80.7 £10.4* 161.0 £ 2.5*
Fl\’lirEinl;eta !%UianenSiS IPA 84869 ar/:eno?fécigcfigmoeaborliis\?ga(cp)contra Raizes 26.6 +1.6%* 705 +0.7%  12.8+8.8* 9.9 +0.2*
.E.Br. — Turneraceae :
Ramos 86.3 + 3.2* 118.7+1.9 78.4 £8.3* 88.4+24




Tabela 1 (continuacao)

S. epidermidis P. aeruginosa
Nome cientifico da espéciee  Voucher Formas de uso, preparacdo e indicacao Formacéo de Crescimento Formacao de Crescimento
da familia terapéutica Parte usada  biofilme (%) bacteriano (%) biofilme (%) bacteriano (%)
Contra disenterias, diarreias e dor de
Poincionella pyramidallis IPA 85911 usado contra infec¢cbes respiratdrias
(Tul.) L.P.Queiroz — Fabaceae como bronquite e tosse. Uma
decoccdo com aclcar € utilizado Folhas 237.0+£7.4% 243.7+3.3* 111.0x1.7* 2025+ 7.2*
como um xarope (Agra et al., 2008).
Contra inflamacGes de ovario e  Ramos 13.7 £1.3* 57.7+6.7* 30.6 +7.6* 57.0 + 2.9*
Sideroxylon obtusifolium diabetes. ~ Uma  decoccdo ou
(Roem. & Schult.) T.D. Penn  IPA 85873 maceragdo de um punhado &
— Sapotaceae preparada num litro de agua (Agra et Folhas 15.0 +1.5* 51.6+1.7* 419+3.6* 58.0 +2.8*
al., 2008).
Infusbes de uma colher em um copo
Stylosanthes viscosa IPA 5698 U€ agua. Extratos consumidos como - Planta 1180+1.0*  1708+52% 1141+24 1640+ 17*
Sw. — Fabaceae solugdo estomacal apos as refeicdes inteira
(CP).
Contra amenorréia e dismenorréia. Raizes 98.1+2.1 161.5+4.4* 72.7+1.6* 81.4+0.2
Turnera hermannioides IPAgagsy Uma decocgdo de um punhado € oo 241.8 + 5.6* 202.0 £2.6% 945+ 3.4* 106.4 1.8
Cambess. — Turneraceae preparada num litro de &gua. E
consumida como chéa (CP). Folhas 91.4 +13.8 825+16 785+7.1* 119.3+0.8*
Contra amenorréia e dismenorréia.  Folhas 26.5+5.7* 190.4 £ 34.2* 73.1+8.7* 107.5+2.1
Turnera melochioides Uma decoccdo de um punhado é
Cambess. — Turneraceae IPA 84959 reparada num litro de &gua. E
' preparac , gua. Ramos 152.5+ 14.3* 252.2+11.3* 104.8+8.7 121.2+0.7
consumida como cha (CP).
Contra amenorréia e dismenorréia.
Turnera subulata Uma decoccdo de um punhado ¢é
IPA 84965 preparada num litro de &gua. E Ramos 182.0 + 30.8* 249.6£2.4* 825+ 15.9* 86.7+1.0

Sm. — Turneraceae

consumida como cha (Agra et al.,
2008) .

Os resultados representam a média £ desvio padréo de 3 experiéncias. CP — Comunicacao pessoal. * Representa diferenga significativa em relacdo ao controle (p <0,05).



Trés extratos ativos foram selecionados para uma investigacdo mais
aprofundada: folhas de H. neesianus, frutos de A. leiocarpa e P. pyramidalis.
Harpochilus neesianus e P. pyramidalis sdo espécies arbOreas endémicas amplamente
distribuidas na Caatinga (Santana et al., 2012; Vogel et al., 2004), enquanto A.
leiocarpa é uma leguminosa amplamente distribuida no Brasil. No entanto, a floresta da
Caatinga tem se tornado cada vez mais escassa devido a sua devastagdo e a extragdo de
madeira, pondo em risco a riqueza da sua biodiversidade (Albuquerque et al., 2012).
Estas espécies foram capazes de impedir a formacdo de biofilme por S. epidermidis,
sem inibir o crescimento bacteriano (Tabela 1). A inibicdo da formacdo de biofilme
onde o crescimento bacteriano ndo é afetado negativamente compreende uma
abordagem alternativa e atraente, pois pode dificultar o rapido desenvolvimento da
pressdo seletiva para a resisténcia bacteriana (Rasko e Sperandio, 2010). As imagens de
MEV corroboram os resultados obtidos pelo ensaio colorimétrico, mostrando que 0s
extratos selecionados impediram fortemente a formacdo de biofilme de S. epidermidis
como também induziram superproducdo da matriz e/ou a modificacdo da morfologia
bacteriana (Fig. 1, C e D).

A fim de avaliar os extratos em relacdo a sua citotoxicidade contra células de
mamiferos e correlacionar com a sua capacidade de prevenir a formacdo de biofilme de
S. epidermidis, duas concentragcbes menores do extrato foram incluidas (2,0 e 0,4 mg/
mL). Observou-se que o extrato de folhas de H. neesianus ndo mostrou citotoxicidade, o
extrato de frutos de A. leiocarpa apresentou citotoxicidade somente na maior
concentracdo testada e o extrato de frutos de P. pyramidalis diminuiu significativamente
a viabilidade em células de mamifero em 4,0 e 2,0 mg/ml, mas n&o era citotoxico a 0,4
mg/mL (figura 1, painel E). Até o nosso conhecimento ndo h& nenhum estudo na

literatura avaliando a toxicidade de H. neesianus e A. leiocarpa. No estudo de Alviano



et al. (2008), os autores relataram que o extrato aquoso de Caesalpinia pyramidalis
apresentou baixa toxicidade in vivo, embora em nosso estudo in vitro os frutos da planta
sindbnima P. pyramidalis demonstrou uma citotoxicidade dose- dependente. Em relacdo
a atividade antibiofilme dos extratos de H. neesianus e A. leiocarpa, nenhuma variagao
importante foi observada mesmo quando a concentracdo inferior a 10 vezes foi usada.
Diferentemente, o extrato de P. pyramidalis demonstrou um perfil dose-dependente da
inibicio da formagdo de biofilme, sendo ativo na maior concentracdo e nao
significativamente ativo nas concentracdes menores (Fig. 1, painel E). O ensaio
fitoquimico qualitativo destes extratos indicou a presenca de flavondides, terpendides,
aminas, esterdides, enquanto os polifenois foram detectados apenas em P. pyramidalis
(dados ndo mostrados). Estes resultados conduzirdo nossos esforcos futuros na
purificagdo dos compostos bioativos e em estudos sobre suas vias de agéo.

Esta triagem in vitro utilizando abordando o conhecimento etnofarmacolégico é
importante para a validag&o do uso tradicional de ervas medicinais por comunidades da
Caatinga, para estimular uma ativa politica de preservacao das plantas e também para
orientar novos estudos de bioprospeccdo. O estudo destaca o conhecimento
etnofarmacoldgico valioso preservado nesta regido, uma vez que todas as plantas
utilizadas pelas comunidades contra as doencas que se assemelham a inflamacdes e
infeccbes corroboram com a nossa investigacdo anti-infecciosa. Além disso, revelamos
plantas com alto potencial de drogas antibiofilme com limitada citotoxicidade in vitro

contra um importante patdgeno formador de biofilme, S. epidermidis.
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Fig.1 - (A a D) Imagens de microscopia eletronica de varredura do biofilme de
estafilococos sobre Permanox ™ . (A) S. epidermidis ndo tratado (controle) e bactérias
tratadas com os trés extratos selecionados: (B) folhas de H. neesianus, (C) frutos de A.
leiocarpa, e (D) frutos de P. pyramidalis. Escala: ampliacdo 30.000x (nas imagens:
quadro 1 - ampliacdo 2.000x e quadro 2 - 10.000x ampliagdo). Setas solidas:
deformacéo celular. Setas pontilhadas: superproducdo de matriz. (E) Viabilidade das

células de mamifero Vero e a formacdo de biofilme por S. epidermidis de acordo com



diferentes concentragdes dos extratos. Células e bactérias ndo tratadas foram
consideradas como tendo 100% de viabilidade e formacdo de biofilmes,
respectivamente. * Indica diferenca significativa em relacdo as amostras ndo tratadas em
relagdo aos resultados sobre a viabilidade das células de mamifero ** sobre os

resultados de formacéo de biofilme.

Agradecimentos

Agradecimentos a NANOBIOTEC-Brasil/CAPES, CNPq e FAPERGS pelo apoio
financeiro e bolsas de estudo, para o curador do Herbéario IPA e do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade pelas autorizagdes de coleta (Sisbio 16,806)
e para o Centro de Microscopia Eletronica (CME / UFRGS) pela assisténcia técnica em

microscopia eletronica.

Referéncias

Agra, M.d.F., Silva, K.N., Basilio, I1.J.L.D., Freitas, P.F.d., Barbosa-Filho, J.M., 2008.
Survey of medicinal plants used in the region Northeast of Brazil. Rev Bras Farmacogn
18, 472-508.

Albuquerque, U.P., Ramos, M.A., Melo, J.G., 2012. New strategies for drug discovery
in tropical forests based on ethnobotanical and chemical ecological studies. J
Ethnopharmacol 140, 197-201.

Alviano, W.S., Alviano, D.S., Diniz, C.G., Antoniolli, A.R., Alviano, C.S., Farias,
L.M., Carvalho, M.A.R., Souza, M.M.G., Bolognese, A.M., 2008. In vitro antioxidant
potential of medicinal plant extracts and their activities against oral bacteria based on
Brazilian folk medicine. Arch Oral Biol 53, 545-552.

Balunas, M.J., Kinghorn, A.D., 2005. Drug discovery from medicinal plants. Life Sci
78, 431-441.

Francolini, 1., Donelli, G., 2010. Prevention and control of biofilm-based medical-
device-related infections. FEMS Immunology & Medical Microbiology 59, 227-238.



Frasson, A., Santos, O., Duarte, M., Silva Trentin, D., Giordani, R., Silva, A., Silva, M.,
Tasca, T., Macedo, A., 2012. First report of anti-Trichomonas vaginalis activity of the
medicinal plant Polygala decumbens from the Brazilian semi-arid region, Caatinga.
Parasitol Res 110, 2581-2587.

Haiby, N., Bjarnsholt, T., Givskov, M., Molin, S., Ciofu, O., 2010. Antibiotic resistance
of bacterial biofilms. Int J Antimicrob Agents 35, 322-332.

Mosmann, T., 1983. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
Application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods 65, 55-63.

Otto, M., 2009. Staphylococcus epidermidis — the 'accidental' pathogen. Nat Rev
Microbiol 7, 555-567.

Rasko, D.A., Sperandio, V., 2010. Anti-virulence strategies to combat bacteria-
mediated disease. Nat Rev Drug Discov 9, 117-128.

Reyes-Garcia, V., 2010. The relevance of traditional knowledge systems for
ethnopharmacological research: theoretical and methodological contributions. J
Ethnobiol Ethnomed 6, 32.

Rodal, M.J.N., Nascimento, L.M., 2006. The arboreal component of a dry forest in
Northeastern Brazil. Braz J Biol 66, 479-491.

Santana, D.G., Santos, C.A., Santos, A.D.C., Nogueira, P.C.L., Thomazzi, S.M.,
Estevam, C.S., Antoniolli, A.R., Camargo, E.A., 2012. Beneficial effects of the ethanol
extract of Caesalpinia pyramidalis on the inflammatory response and abdominal
hyperalgesia in rats with acute pancreatitis. J Ethnopharmacol 142, 445-455.

Strateva, T., Yordanov, D., 2009. Pseudomonas aeruginosa — a phenomenon of
bacterial resistance. J Med Microbiol 58, 1133-1148.

Trentin, D.S., Giordani, R.B., Zimmer, K.R., da Silva, A.G., da Silva, M.V., Correia,
M.T.d.S., Baumvol, 1.J.R., Macedo, A.J., 2011. Potential of medicinal plants from the
Brazilian semi-arid region (Caatinga) against Staphylococcus epidermidis planktonic
and biofilm lifestyles. J Ethnopharmacol 137, 327-335.

Trentin, D.S., Silva, D.B., Amaral, M.W., Zimmer, K.R., Silva, M.V., Lopes, N.P.,
Giordani, R.B., Macedo, A.J., 2013. Tannins possessing bacteriostatic effect impair
Pseudomonas aeruginosa adhesion and biofilm formation. PLoS One 8, €66257.



Vogel, S., MacHado, I.C., Lopes, A.V., 2004. Harpochilus neesianus and other novel
cases of chiropterophily in neotropical Acanthaceae. Taxon 53, 55-60.

Wagner, H.H., Bladt, S., 1996. Plant Drug Analysis: A Thin Layer Chromatography
Atlas. Springer-Verlag: Berlin Heidelberg.



Anexo

Pharmaceutical Biology

Instructions for Authors

About the Journal

Aims and Scope
Editor-in-Chief
Manuscript Submission
Manuscript Preparation
File preparation and types
Title Page

Abstract

Main Text
Acknowledgments and Declaration of Interest sections
References

Tables

Ilustrations

Notes on Style

Editorial Policies
Authorship

Submission

Peer Review

Ethics and Consent
Copyright and Permissions
Declaration of Interest
NIH and Public Access Policy
Additional Information
Proofs

Reprints

Color figure charges
Contact the Publisher

About the Journal

Aims and Scope

Pharmaceutical Biology will publish manuscripts describing the discovery, methods for
discovery, description, analysis characterization, and production/isolation (including
sources and surveys) of biologically-active chemicals or other substances, drugs,
pharmaceutical products, or preparations utilized in systems of traditional medicine.

Topics may generally encompass any facet of natural product research related to
pharmaceutical biology. Papers dealing with agents or topics related to natural product
drugs are also appropriate (e.g., semi-synthetic derivatives). Manuscripts will be



published as reviews, perspectives, regular research articles, and short communications.
The primary criteria for acceptance and publication are scientific rigor and potential to
advance the field.

Editor-in-Chief
John M. Pezzuto, PhD Professor and Dean, College of Pharmacy University of Hawaii
Hilo, HI USA

Manuscript Submission

All submissions should be made online at Pharmaceutical Biology’s ScholarOne
Manuscripts site. New users should first create an account. Once a user is logged onto
the site, submissions should be made via the Author Center. If you experience any
problems with your submission or with the site, please contact the ScholarOne helpline
through the ‘get help now’ link.

All submissions to the journal must include full disclosure of all relationships that could
be viewed as presenting a potential conflict of interest. If there are no conflicts of
interest, authors should state that there are none. This must be stated at the point of
submission (within the manuscript, after the main text under a subheading "Declaration
of interest”, and, where available within the appropriate field on the journal's
ScholarOne Manuscripts site).

Please see our full Declaration of Interest Policy for further information.

Manuscript Preparation

File preparation and types

Manuscripts are preferred in Microsoft Word format (.doc files). Documents must be
double-spaced, with margins of one inch on all sides. Tables and figures should not
appear in the main text, but should be submitted as separate digital files and designated
with the appropriate file type on ScholarOne Manuscripts. References should be given
in Harvard style (see References section for example).
Manuscripts should be compiled in the following order: title page; abstract; main text;
acknowledgments; declaration of interest statement; appendices (as appropriate);
references; tables with captions (on separate pages); figures; figure captions (as a list).
Pharmaceutical Biology publishes the following manuscript types:

Original papers

Reviews

Perspectives

Short communications

Book reviews

Notes

Title Page

A title page should be provided comprising the manuscript title plus the full names and
affiliations of all authors involved in the preparation of the manuscript. One author
should be clearly designated as the corresponding author and full contact information,
including phone number and email address, provided for this person. Three to ten key
terms that are not in the title should also be included on the title page. The keywords
will assist indexers in cross indexing your article.



Abstract

All original articles and reviews should start with an abstract of 250 or fewer words,
summarising the central core of knowledge that is the focus of the paper. The
recommended format is as a structured abstract, with the following headings for an
original article: context, objective, materials and methods, results, discussion and
conclusion. For a review article, it should be structured as follows: context, objective,
methods (including data sources, study selection and data extraction), results and
conclusion. It should be written in an informative style permitting its use, without
revision, by abstracting services, give essential details of research findings without
further reference to the text, and avoid generalisations and nonessential information.

Main Text

Original articles

The body of the article should include the following sections: introduction; methods;
results; discussion; conclusions.

Introduction: This section should state the relevance and background to the study, and
its rationale and purpose.

Methods: This section should include only information that was available at the time the
plan or protocol for the study was being written. You should describe your selection of
the observational or experimental participants, identify the methods, apparatus and
procedures in sufficient detail to allow others to reproduce the results, and describe
statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to
the original data to verify the reported results. Pharmaceutical Biology requires that
studies involving humans, both volunteers and patients, or animals be approved by an
institutional review board, in accordance with approved published guidelines, prior to
actually performing the research and publishing the data. Details including clinical trial
registration number must be provided in the methods section if research includes studies
conducted on human volunteers. In all studies of plants or animals, specific
identification should be made as to the materials used, such as by citation of voucher
specimen in herbarium or other collections, quoting name of collector, collection
number (or date), place of collection, etc. Botanical nomenclature should be consistent
with Index Kewensis, and include Latin binomial, authority, and family at first mention
in the abstract and in the text. Authors are advised to consult the International Plant
name Index (IPNI) (http:/www.ipni.org) and W3Tropicos (http://mobot.org) web based
databases to determine the correct botanical name.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations.
Where biological testing is reported, the results should include IC50 ED50, LD50, MIC,
etc. as appropriate.

Discussion: This should include implications of the findings and their limitations, with
reference to all other relevant studies and the possibilities these suggest for future
research.

Conclusions: This must summarize the main paper. Ensure that extrapolations are
reasonable and that conclusions are justified by the data presented, and indicate if the
study design can be generalized to a broader study population.

Reviews

The body of a review article should be a comprehensive, scholarly evidence-based
review of the literature, accompanied by critical analysis and leading to reasonable
conclusions. Wherever appropriate details of the literature search methodology should
be provided, i.e. the databases searched (normally Medline and at least one or two other
databases), the search terms and inclusive dates, and any selectivity criteria imposed.




Wherever possible, use primary resources, avoiding “Data on File”, “Poster” or other
unpublished references.

Acknowledgments and Declaration of Interest sections
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Tables
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unless those numbers are needed for reference in the text. Columns should not contain
only one or two entries, nor should the same entry be repeated numerous times
consecutively. Tables should be grouped at the end of the manuscript on separate pages.

Illustrations

Illustrations (line drawings, halftones, photos, photomicrographs, etc.) should be
submitted as digital files for highest quality reproduction and should follow these
guidelines:

300 dpi or higher

Sized to fit on journal page

EPS, JPG, TIFF, or PSD format only

Submitted as separate files, not embedded in the text

Legends or captions for figures should be listed on a separate page, double
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General Style

Authors are asked to take into account the diverse audience of the journal. Please avoid

the use of terms that might be meaningful only to a local or national audience, or

provide a clear explanation where this is unavoidable. However, papers that reflect the
particularities of a social and cultural system are acceptable. Some specific points on
style follow:

1. Authors should write in clear, concise US English. Language and grammar should
be consistent with Fowler's English Usage; spelling and meaning of words should
conform to Webster's Dictionary. If English is not your native language please
ensure the manuscript has been reviewed by a native speaker. Please note: extensive
rewriting of the text will not be undertaken by the editorial staff.

2. Latin terminology, including microbiological and species nomenclature, should be
italicized.



3. Use standard convention for human and animal genes and proteins: italics for genes
and regular font for proteins, and upper case for human products and lower case for
animal products.

4, “US” is preferred to “American”, “USA” to “United States”, and “UK” to “United
Kingdom”.

5. Double quotation marks rather than single are used unless the “quotation is ‘within’
another”.
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similarly for the titles of papers from journals in the references and elsewhere.
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follows: “The 1980s [not the 1980°s] saw ...”. Possessives associated with
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first time they are introduced in text or references. Thereafter the acronym can be
used if appropriate, e.g. “The work of the Assessment of Performance Unit (APU)
in the early 1980s ...” and subsequently, “The APU studies of achievement ...”, in a
reference “(Department of Education and Science [DES] 1989a)”.

10. Brief biographical details of significant national figures should be outlined in the
text unless it is quite clear that the person concerned would be known
internationally. Some suggested editorial comments in a typical text are indicated in
the following with square brackets: “From the time of H. E. Armstrong [in the 19th
century] to the curriculum development work associated with the Nuffield
Foundation [in the 1960s], there has been a shift from constructivism to heurism in
the design of [British] science courses”.

11. The preferred local (national) usage for ethnic and other minorities should be used
in all papers. For the USA, “African-American”, “Hispanic” and “Native American”
are used, e.g. “The African-American presidential candidate, Jesse Jackson ...”; for
the UK, “Afro-Caribbean” (not “West Indian”), etc.

12. Material to be emphasized by italicisation in the printed version should be italicized
in the typescript rather than underlined. Please use such emphasis sparingly.

13. Numbers in text should take the following forms: 300, 3000, 30 000 (not 30,000).
Spell out numbers under 10 unless used with a unit of measure, e.g. nine pupils but
9 mm (do not use full stops (periods) within units). For decimals, use the form 0.05
(not .05, x 05 or 0x 05). “%” (not “per cent”) should be used in typescripts.

14. Appendices should appear before the references section and after any
acknowledgments section. The style of the title is shown by the following example:

“Appendix C: The random network generator”.

Figures and tables within appendices should continue the sequence of
numbering from the main body of the text. Sections within appendices should be
numbered, for example, C.1, C.2. Equations in appendices should be numbered,
for example, (C 1), (C 2). If there is only one appendix, it is referred to as “the
appendix” and not called “Appendix A”.

Abbreviations and nomenclature



For abbreviations and nomenclature, authors should consult the latest edition of the CSE
Style Manual available from the Council of Science Editors, 60 Revue Drive, Suite 500
Northbrook, IL, 60062, USA.

Mathematics

Please click here for more information on the presentation of mathematical text.
Footnotes

Footnotes are not to be used except for designation of the corresponding author of the
paper or current address information for an author (if different from that shown in the
affiliation). Information concerning grant support of research should appear in a
separate Declaration of Interest section at the end of the paper. Acknowledgments of the
assistance of colleagues or similar notes of appreciation belong in a separate
Acknowledgments section.
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within tables.
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