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RESUMO

As plantas tém sido uma rica fonte de agentes terapéuticos, servindo de base para sintese de
farmacos, constituindo importante fonte de novos medicamentos para doencas que continuam
sem cura como infec¢des e neoplasias malignas, nesse contexto a flora brasileira, por sua
diversidade, desempenha papel importante na descoberta de potenciais drogas
antimicrobianas e antitumorais. O presente trabalho se propds a avaliar o potencial
antimicrobiano do extrato hidroalcéolico da Guapira Graciliflora Mart. (EOHG) através do
método da microdiluicdo em caldo frente a cepas de Streptococcus mutans, Streptococcus
salivarius, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus mitis € Candida
albicans, sua capacidade antiproliferativa em linhagens celulares de carcinoma de células
escamosas SCC 9, SCC 25 e HSC 3 pelo ensaio MTT, além de seu potencial indutor de
apoptose observado pelo teste da coloracdo anexina V/PI. O EOHG apresentou atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos testados, s os melhores resultados foram observados
nas bactérias S. mutans (12,50 pl/ pl), S. mitis (12,50 ul/ pl) e S. salivarius (6,25 pl/ pl), e nas
cepas clinicas de Candida albicans (11) e Candida albicans (410), com CIMs de 0,5mg/ml e
2mg/ml, respectivamente. O EOHG, na concentracdo de 200 pg/ml, apresentou taxas de
inibicdo de 49% para as células SCC9 e 63% para as células HSC3 no intervalo de 48h. A
taxa de apoptose celular para HSC 3 foi de 19,29% no periodo de 48h, adicionalmente o teste
da anexina V/PI revelou indugao de apoptose celular, sugerindo que houve danos a membrana
celular e nuclear. Com base nos resultados apresentados, a Guapira Graciliflora Mart.
representa uma potencial fonte de compostos bioativos a serem utilizados no tratamento das
infecgoes orais e do CCEOQO.

Palavras-chave: Guapira Graciliflora Mart. Antimicrobiano. Plantas Medicinais. Infeccdes
Orais. Anticancer. Apoptose. SCC9. SCC25. HSC3.



ABSTRACT

The plants have been a rich source for therapeutic agents, serving as basis for the drug's
synthesis, making an important source of new medicines for diseases that are yet without
cure like infections and malignancies, in this context the Brazilian flora, due it's diversity,
plays an important role in the discovery of potential antimicrobial drugs and antitumor. This
work proposes to evaluate the antimicrobial potential of the hydroalcoholic extract of the
Guapira Graciliflora Mart. (EOHG) thought the method of the microdilution in broth against
strains of the Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis,
Streptococcus parasanguinis, Streptococcus mitis and Candida albicans, it's antiproliferative
capacity in cell lines of squamous cell carcinome SCC 9, SCC 25 e HSC 3 by the essay MTT,
additional to it's inducer potential of apoptosis observed by the test of annexin staining V/PI.
The EOHG has presented antimicrobial activity over tested microorganisms, and the better
results was observed in the bacteria S. mutans (12,50 pl/ ul), S. mitis (12,50 pl/ pl) and S.
salivarius (6,25 pl/ ul), and in the clinical strains of Candida albicans (11) and Candida
albicans (410), with CIMs of 0,5mg/ml and 2mg/ml, respectively. The EOHG, in the
concentration of 200 pg/ml, have presented inhibition rates of 49% for the cells SCC9 and
63% for the cells HSC3 in the interval of 48h. The Rate of cellular apoptosis for HSC 3 was
19,29% on the time of 48h, additionally the tests of the annexin V/PI has revealed the
induction of the cellular apoptosis, suggesting that the cellular membrane and nuclear have
been damaged. Based in the results that have been presented, the Guapira Graciliflora Mart.
is elected as a potential source of bioactive compound to be used in the treatment of oral
infections and the CCEO.

Keywords: Anti-Infective Agents. Antineoplastic Agents. Apoptosis. Medicinal Plants.
Guapira Graciliflora Mart.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a
espécie humana, sendo comum a comercializagcdo de plantas medicinais em feiras livres,
mercados populares e quintais de residéncias. Ao longo dos anos foram identificadas diversas
formas de apresentacdo: chds, sucos, xaropes, compressas, inalagdes, banhos, pomadas,
gargarejos e bochechos (REZENDE; COCCO, 2002; FRANCA et al, 2008; OLIVEIRA et al,
2010; CEOLIN et al, 2011; PERAZZO et al, 2012).

As plantas representam para os seres humanos importante fonte de nutrientes,
desempenhando papel significativo na manutencdo da saide e na melhora da qualidade de
vida das pessoas. Nao ha dividas que a ingestdao de vegetais € um dos métodos mais praticos,
eficazes e baratos para prevencao de doencas (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006;
DESOTI et al, 2011; NIELSEN et al, 2012; DZOYEM et al, 2013).

Durante muitos séculos, as plantas t€ém sido uma rica fonte de agentes terapéuticos,
servindo de base para sintese de farmacos. Apesar do desenvolvimento das drogas sintéticas,
atualmente 75% dos medicamentos prescritos em todo mundo sdo derivados de vegetais,
mostrando que as plantas constituem importante fonte de novos medicamentos para doengas,
inclusive aquelas que continuam sem cura (TAN et al, 2006; TUROLLA; NASCIMENTO,
2006; RAMOS et al, 2008; MAHATA et al, 2012).

O Brasil vem destaca-se por possuir um terco da flora mundial, além da Amazodnia
representar a maior reserva de produtos naturais com ag¢ao fitoterdpica do planeta. Esta intensa
diversidade faz com que as pesquisas € o proprio desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos no Brasil possam ocorrer como destaque no cendrio cientifico mundial
(MEDEIROS; CABRAL, 2001; FRANCA et al, 2008; SANTOS et al, 2011).

As doencas orais sdo um problema de satide publica mundial, sendo a cdrie dental e a
doenca periodontal os agravos de saide bucal mais prevalentes na humanidade (HERRERA et
al, 2014). Estas condi¢des sdo resultado de uma pobre higiene oral e do acimulo de biofilme
na superficie dos dentes e tecidos moles (CHEON et al, 2013; MARREIRO et al, 2014), o que
aumenta a resisténcia dos microrganismos presentes aos agentes antibidticos utilizados
(VAHABI et al, 2011; KANAGUCHI et al, 2012; JYOTHI; SESHAGIRI, 2012; MARREIRO
et al, 2014).
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Além dos microrganismos relacionados a carie e a doenca periodontal, destaca-se
também a presenca na cavidade oral da Candida albicans, levedura oportunista
frequentemente identificada em estomatites por prétese e candidose oral (ALVES et al, 2009;
SARDI et al, 2011; SHIN et al, 2013).

Dada a incidéncia das doengas bucais e o aumento da resisténcia dos microrganismos
aos antibidticos, surge a necessidade de op¢des de tratamentos alternativos seguros, eficazes e
econdmicos. E nesse contexto, que as plantas medicinais aparecem como op¢des promissoras
no tratamento das doengas infecciosas orais, sendo consideradas um importante reservatério
de novas substancias antimicrobianas a serem usadas no desenvolvimento de medicamentos
de interesse odontolégico (MOTHANA et al, 2009; ASSOB et al, 2011; NIELSEN et al,
2012; TALIB et al, 2012; VIOLANTE et al, 2012; DZOYEM et al, 2013; OLIVEIRA et al,
2013).

Assim como a cdrie e a doenca periodontal, o cancer de cavidade oral € considerado
um problema de satide publica em todo o mundo. A dltima estimativa mundial apontou que
ocorreriam cerca de 300 mil casos novos e 145 mil ébitos por cancer de boca e ldbio para o
ano de 2012; desses, cerca de 80% ocorreriam em paises em desenvolvimento (INCA, 2014).
Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280 casos novos de cincer da cavidade oral em
homens e 4.010 em mulheres, o que corresponde a um risco estimado de 11,54 casos novos a
cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

O carcinoma de células escamosas (CCE) representa a neoplasia mais frequente da
cavidade oral, caracterizada como uma doenca multifatorial de alta incidéncia mundial, com
taxas de morbidade e mortalidade altas, apresentando sobrevida menor do que outros tipos de
carcinoma (DAHER; PEREIRA; OLIVEIRA, 2008; MARTINS et al, 2008; RIBEIRO et al,
2009; HASSON et al, 2008; ORTHOLAN et al, 2009; YEH et al, 2012; WU et al, 2013). O
tratamento convencional resulta da combinacdo de procedimentos cirurgicos, radioterapia e
quimioterapia, no entanto a quimioterapia ndo apresenta bons resultados frente ao CCEO
refletindo em um mau progndstico para a doenca (YANG et al, 2011; YEH et al, 2012; WU et
al, 2013). Dessa forma, é de extrema importancia a necessidade de desenvolvimento de novos
e eficazes agentes quimioterdpicos para o CCEO.

As mitocondrias desempenham um papel central em varios processos fisiopatolégicos
de células tumorais, em particular na apoptose. A maioria dos farmacos antitumorais podem
induzir a apoptose nos diferentes tipos de células tumorais, tanto pela via intrinseca quanto
pela via extrinseca, culminando na ativagdo das caspases efetoras (LUO et al, 2014). Os

produtos naturais, dentre eles as plantas, constituem rica fonte de compostos a serem



14

utilizados na terapia anticincer (YANG et al, 2013; WU et al, 2013), sendo o potencial
antitumoral de extratos e compostos vegetais atribuido a sua capacidade moduladora das vias
de sinalizacdo de apoptose (AMIN et al, 2009; MEHTA et al, 2010; NEERGHEEN et al,
2010).

A Guapira Graciliflora Mart. pertence a familia Nyctaginacea tendo como sinonimia
cientifica Pisonia graciliflora Mart. ex J. A. Schmidt; e Pisonia graciliflora Mart. var. B.
subferruginosa Mart., popularmente é conhecida como jodao-mole, pau-mole, jodo dormindo
(LORENZI, 1998), pau-piranha (COELHO et al, 2005).

A madeira é indicada para instrumentos agricolas, caixotaria e confeccdo de
brinquedos, bem como para lenha e carvido. O jodo-mole é empregado na composicdo de
reflorestamentos heterogéneos destinados a recuperacdo da vegetacdo em dreas degradadas,
seus frutos sdo muito apetecidos por diversas espécies de pdssaros (LORENZI, 1998;
AQUINO et al, 2007) e por alguns mamiferos (ALVES-COSTA, ETEROVICK, 2007).

O jodo-mole aparece na Caatinga, principal bioma do semidrido brasileiro, que oferece
uma grande variedade de recursos vitais para a sobrevivéncia da populacao local (CHAVES et
al, 2013), sendo referenciado como medicinal pela populacdo nativa dessa area (AGRA et al,
2008; SIQUEIRA et al, 2012). Estudos revelaram que a Guapira Graciliflora Mart.
apresentou atividade antimicrobiana sobre as bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (COSTA et al,
2010; ROCHA et al, 2013), no entanto os testes realizados em Candida albicans, Candida
guilliermondii e Candida krusei ndo demostraram ac¢ao antifingica (CHAVES et al, 2013).

A importancia em avaliar o potencial farmacolégico e quimico da Guapira
Graciliflora Mart., presente na Caatinga do Nordeste brasileiro, reside ndo apenas na busca
por novas substancias oriundas das plantas, mas também na apreciag¢do ecoldgica da regido,
uma vez que o conhecimento das espécies vegetais dessa drea permitird a proposi¢ao de
planos para conservacdo do bioma estimulando o uso sustentdvel das plantas exploradas.

O tratamento do cancer e das infec¢Oes tém atraido a atencdo e o interesse de
pesquisadores, em virtude do grande impacto dessas doencas na satde da populacdo mundial.
O surgimento de microrganismos resistentes requer o estabelecimento de terapias alternativas
a base de novos antimicrobianos adequados ao uso em seres humanos.

O potencial antitumoral de extratos e compostos vegetais pode ser atribuido a sua
capacidade em induzir mudancas na regulacdo dos alvos moleculares nas vias de transducdo
do sinal oncogénico, implicados no crescimento e replicacdo das células, na apoptose, na

angiogénese, na invasao e metdstase das células tumorais (AMIN et al, 2009; MEHTA et al,
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2010; NEERGHEEN et al, 2010); representando para os pacientes com CCEO a alternetiva de
uma nova terapeutica mais eficaz.

O presente estudo teve como objetivo avaliar, através de experimentos in vitro, o
potencial antimicrobiano do extrato hidroalcéolico das folhas da Guapira Graciliflora Mart.
frente a microrganismos envolvidos em doencgas infecciosas orais, bem como seu provavel

efeito antiproloferativo em linhagens de carcinoma de células escamosas orais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, através de experimentos in vitro, a atividade antimicrobiana e atividade

antitumoral do extrato hidroalcéolico das folhas da Guapira Graciliflora Mart.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato por meio da determinagdo das
concentracdes minimas inibitéria (CIM), bactericida (CBM) e fungicida (CFM)
minima contra microrganismos orais (Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus mitis ¢ Candida
albicans);

b) Verificar a capacidade do extrato vegetal em induzir morte celular por apoptose nas

linhagens celulares de CCEOL SCC9, SCC25 e HSC3.
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho ndo necessitou de submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) ou Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA). Foram utilizadas cepas
estabelecidas de microrganismos disponiveis no LABDEM, trés linhagens -celulares
imortalizadas e produtos comercialmente disponiveis. Todos os procedimentos de
biosseguranca foram adotados nas diversas etapas experimentais do estudo, garantindo a

integridade fisica dos pesquisadores envolvidos.

3.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Este estudo caracterizou-se como uma investigagcdo experimental in vitro.

3.3 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos (LABDEM) do Departamento de Farmdcia da Universidade Estadual da
Paraiba, Campina Grande - PB, e no Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Bioquimica do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal

- RN.

3.4 MATERIAL VEGETAL

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na regido do semidrido
paraibano, no municipio de Queimadas, na meso regidio da Borborema e micro regiao do
Cariri Oriental, no més de agosto de 2013 (Figura 1). O material foi limpo, acondicionado em
sacos de papel e seco em estufa de ar circulante (FANEM®, modelo 330) a temperatura de
40°C até obtencao de peso constante. O espécime testemunho da Guapira Graciliflora Mart.
encontra-se depositado na colecdo do Herbdrio Manuel de Arruda Camara (ACAM) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba sob o
registro n° 907/ ACAM.
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Figura 1 - Visdo geral da Guapira Graciliflora Mart. e folhas da Guapira Graciliflora Mart.

3.5 OBTENCAO DO EXTRATO

Figura 2 — Processamento do material vegetal

Material Vegetal

Secagem
Moagem
Maceracio
Extrato hidroalcéolico (EOH) o
Evaporav;ao 4 Vacuo
Extrato hidroalcéolico Liofilizagio
Liofilizado (EOHL)

Como apresentado no esquema da Figura 2, o extrato hidroalcéolico a 50% das folhas
foi obtido através do processo de maceracdo por cinco dias, em temperatura ambiente e
protegido da luz, utilizando uma proporcao de 200g de planta seca moida para 1L do solvente.
ApOs esse processo, o extrato foi acondicionado em recipiente de vidro ambar e armazenado a
temperatura ambiente protegido da luz solar. Para a retirada do solvente, utilizou-se
evaporador rotativo (Quimis® / Q344M) a 40°C com bomba de vicuo, em seguida o extrato

foi liofilizado (Labconco® / Freezone 4.5).
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3.6 CARACTERIZACAO FITO QUIMICA

3.6.1 Compostos fenoélicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau utilizando 4cido galico como padrio de referéncia (FOLIN;

CIOCALTEAU, 1927). A leitura foi realizada a 765 nm em espectrofotdmetro (Femto 600S).

3.6.2 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada usando-se o reagente Bradford
(BRADFORD, 1976). A Albumina Sérica Bovina foi utilizada como padrdo. A leitura foi

realizada a 595 nm em leitor de microplacas (Epoch, Biotek®, Gen5 Data Analysis Software).

3.6.3 Aciicares totais

A quantificacdo de agucares foi determinada pelo método de Dubois através da
formacdo de compostos fufural a partir da desidratacdo dos acicares por dcido sulfirico
(P.A.) (DUBOIS et al, 1956). A leitura foi realizada a 490 nm em espectrofotometro (Femto
600)

3.7 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO
3.7.1 Microrganismos
3.7.1.1 Bactérias

As bactérias utilizadas no estudo foram selecionadas considerando-se a composicao
microbiana dos biofilmes orais e os principais microrganismos relacionados a cdrie, gengivite
e outras infeccOes da cavidade oral. Foram elas: Streptococcus mutans (ATCC 25175),

Streptococcus salivarius (7073), Streptococcus oralis (ATCC 1055), Streptococcus
parasanguinis (903) e Streptococcus mitis (ATCC 49456).
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3.7.1.2 Levedura

A levedura Candida albicans (ATCC 18804) e duas cepas clinicas de Candida
Albicans (11, 410), obtidas da colecdo do Laboratério de Pesquisas Antimicrobianas da
Universidade Estadual da Paraiba, foram inseridas no estudo devido a sua coparticipacdo na

formacao do biofilme dental e sua relacdo com doencas orais, como a candidose.

3.7.2 Meios de cultura

Para manutencdo dos microrganismos, foi utilizado o meio de cultura Brain Heart
Infusion Agar (BHI Agar) para bactérias e o Agar Sabouraud Dextrose para manutencdo da
levedura C. albicans. Para os testes de atividade antimicrobiana, foi utilizado o meio BHI

caldo para bactérias e o Sabouraud Dextrose caldo para leveduras C. albicans.

3.7.3 Preparo do inéculo

3.7.3.1 Bactérias

O preparo dos indculos para os testes de suscetibilidade foram realizados através do
método de microdiluicao seguindo as recomendacdes do protocolo M07-A8 para bactérias
(CLSI, 2009).

Culturas de bactérias em incubadora foram preparadas no periodo de 18-24 horas e
adicionadas em solug¢do salina estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a
625 nm, originando uma concentracio equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL. A partir desta
solucdo, foram realizadas dilui¢des seriadas obtendo-se, ao final, uma concentracdo de 1,5 x
10° UFC/mL, sendo, desta tdltima solucdo, 1 mL adicionado em 500 pL. de meio de cultura
especifico, estabelecendo-se uma concentracao de 1x10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca

inoculados, a solucdo resultou em uma concentra¢io de 5 x 10° UFC/mL.
3.7.3.2 Levedura
O preparo do indculo para os testes de suscetibilidade foi realizado através do método

de microdilui¢do seguindo as recomendacgdes do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI,

2008).
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Culturas de leveduras de 24 horas foram preparadas e adicionadas em solucdo salina
estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 530 nm, originando uma
concentracdo equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL. A partir disso, foram realizadas diluicoes
seriadas obtendo-se, ao final da mesma, uma concentracao de 5,0 x 10° UFC/mL, sendo, desta
ultima solucdo, 1 mL adicionado em 9 mL de meio de cultura especifico, homogeneizados e
novamente adicionados em 9 mL do meio de cultura, estabelecendo-se uma concentragdo de 5
x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca inoculados, a soluc¢do final resultou em uma

concentracdo de 2,5 x 10° UFC/mL.

3.74 Determinacido da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pelo Método da
Microdiluicao

Em uma microplaca esterilizada de 96 pogos (8 linhas A-H/ 12 colunas), foram
depositados 100 uL dos meios de cultura supracitados. Em seguida, acrescentou-se 100 uL. do
extrato nas devidas colunas, sendo realizada, posteriormente, a microdilui¢dao, onde 100 uL do
conteddo do primeiro pogo foi homogeneizado e transferido para o seguinte, repetindo-se este
procedimento até a linha H, de modo a se obter concentragdes entre 15,62 e 2.000 ug/mL do
extrato. Os 100 pL finais foram desprezados. Posteriormente, 100 uL do indculo do
microrganismo a ser avaliado, de crescimento recente, foram adicionados. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera aerdbia ou microaerofilia, dependendo da
exigéncia do microrganismo (CLSI, 2008; CLSI, 2009).

Foram incluidos nos testes a clorexidina (Sigma-Aldrich®) e a nistatina (Sigma-
Aldrich®), como controle para comparagdo da atividade antimicrobiana do material vegetal
testado. Para verificar o controle do crescimento do microrganismo e a esterilidade do meio
de cultura, bem como, do material vegetal testado, os mesmos foram colocados de forma

individualizada nas microplacas.

3.7.4.1 Leitura dos Resultados da CIM

3.7.4.1.1 Bactérias

Ap6s o periodo de incubacdo, foram adicionados 50 pL da solugdo de resazurina

0,01% (Sigma-Aldrich®). A CIM foi definida como a menor concentragdo da amostra capaz
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de impedir o aparecimento de coloragdo vermelha, conferida ao meio quando as células

apresentam atividade respiratéria (CLSI, 2009).

3.7.4.1.2 Levedura

Ap6s o periodo de incubagdo, observou-se no fundo da cada pogo a formagdo ou nao

de colonias através de inspec¢ao visual.

3.7.5 Determinacao da Concentrac¢ao Bactericida (CBM) ou Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade bactericida ou fungicida, uma aliquota de 50 uL de cada
poco, com concentracdes maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio BHI Agar
(bactérias) e Agar Sabouraud Dextrose (levedura), e incubadas a 37°C por 24 horas para
bactérias e 48 horas para fungos. As CBM/CFM foram definidas como a menor concentragao

que inibiu crescimento visivel no meio utilizado.

3.8 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO E INDUTOR DE
APOPTOSE

3.8.1 Linhagens Celulares

Foram utilizadas para este estudo trés linhagens celulares comerciais derivadas de carcinoma
de células escamosas de lingua humano: SCC9 e SCC25 da American Type Culture Colletion
(ATCC, Manassas, VA, EUA), e HSC 3 (JCRB0623) da Health Science Research Resources
Bank (Japan Health Sciences Foundation) como mostrado no Quadro 1. As linhagens foram
gentilmente cedidas pelo Programa de P6s-Graduacao em Estomatologia - FOP-UNICAMP e
cultivadas como recomendado pelos fornecedores.

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Cultura de Células

do Departamento de Bioquimica de Centro de Biociéncias da UFRN.
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Quadro 1 - Linhagens celulares de carcinoma de células escamosas utilizadas

Linhagem Celular Organismo Tecido Doenca Idade | Sexo

SCC 9 Homo sapiens, Lingua Ca’lrcmoma de 75 M
humano Células Escamosas

SCC 25 Homo sapiens, Lingua Ca’lrcmoma de 70 M
humano Células Escamosas
Homo sapiens Carcinoma de

HSC 3 piens, Lingua Células Escamosas | 64 M
humano .

Metastatico
3.8.2 Cultivo celular

As células foram descongeladas e mantidas em fracos de cultivo celular de 75 cm?
(BD, USA), com meio Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM/F-12; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab Ltda.,
Campinas, SP, Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,
USA) e 1% de solucdo antibiético-antimicético (GIBCO, USA) a 37°C em atmosfera timida
contendo 5% de CO,.

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar seguindo os
protocolos para a manutengdo da esterilidade dos materiais, suplementos e meio de cultura
adotado pelo Laboratério de Cultura Células do Departamento de Bioquimica do Centro de
Biociéncias da UFRN. O crescimento celular foi monitorado diariamente em microscopio
invertido de fase (NIKON — CF160, Japan) e o meio de cultura trocado a cada 48 horas.

Ap6s atingirem a subconfluéncia, as células foram submetidas ao subcultivo: o meio
de cultura foi removido do frasco e a monocamada celular lavada com solugdo fosfato-
alcalina, sem célcio e magnésio (PBS), pH 7,2 e em seguida incubada com 1 mL de solucdo
de tripsina EDTA a 0,25% (1:250) (Invitrogen) durante 3 a 5 minutos, a 37°C.

Ap6s este intervalo a tripsina foi inativada pela adicdo de novo meio de cultura e as
células em suspensdo transferidas para um tubo de fundo conico de 15 ml e centrifugadas a
1200rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida foi aspirado o sobrenadante e o
precipitado de células ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. Aliquotas desta suspensao
foram distribuidas em frascos de cultivo de 75cm” contendo 8 mL de meio de cultura e
novamente levadas de volta a estufa, onde cada procedimento deste deu origem a uma nova

passagem de linhagem celular.
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Os grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com o tipo de ensaio a ser
realizado. Para analisar o efeito das amostras testadas na proliferacdo celular foi realizada a
curva de proliferacdo celular utilizando o método colorimétrico MTT e avaliagdo da
viabilidade e morte celular por anexina V-FITC/ iodeto de propideo.

Para todos os ensaios supracitados o plaqueamento celular foi realizado 24h antes da
aplicagdo das amostras (extrato). As células foram divididas em trés grupos e submetidas aos
diferentes tratamentos descritos a seguir:

a) Grupo controle negativo: Nao houve a aplicacdo de nenhuma substancia nas células
deste grupo, nido obstante passarem por todos os processos pelos quais 0s grupos
experimentais passaram;

b) Grupo controle positivo: As células foram tratadas com 100 uL de Cisplatina
(1mg/mL; Blau®) na concentracdo de 5uM;

¢) Grupo teste: As células foram tratadas com 100 pL da amostra nas concentragdes

testadas.

3.8.3 Plaqueamento celular

Para estabelecimento dos grupos experimentais, o processo de tripsinizacdo foi
repetido, a contagem do nimero de células foi realizada utilizando a camara de Neubauer.
Ap6s o célculo padrao foi possivel conhecer o nimero aproximado de células em 1 mL e,
dessa forma, calcular o volume da suspensio celular utilizada em cada ensaio:

a) Ensaio de proliferacio com MTT: densidade de 5x10° células/poco em placas de 96
pocos;
b) Avaliagdo da viabilidade e morte celular por anexina V-FITC/ iodeto de propideo:

densidade de 2x10’ células/poco em placas de 6 pogos.

3.8.4 Preparacao das amostras

Para realizacao dos testes, o EOHLG foi dissolvido em meio (DMEM/F-12;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) na concentracdio 200 pg/mL, a partir desta, as demais
concentracdes (100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/ml, 10 pg/mL e 5 pg/mL) foram estabelecidas.
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3.8.5 Ensaio de proliferacio com MTT

A proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT (MOSMANN,
1983), que se baseia na capacidade das células vidveis reduzirem metabolicamente o sal de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazélio), por meio da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica, em cristais de formazan de cor azul-purpura que se
acumula no citoplasma celular. Em placas de 96 pocos, foram colocadas 5x10° células
suspendidas em 100uL. DMEM/F-12 por pogo. As placas foram incubadas (37°C, 5% de
CO2) por um periodo de 24 h.

Ap0s esse periodo, os meios foram aspirados e as células tratadas com 100 pL/pogo da
amostra teste nas devidas concentragdes (200 ug/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
pug/mL e 5 pg/mL), além da Cisplatina (Img/ml; Blau®) na concentracio de 5 pM. Nos
intervalos de 24, 48 e 72h, foram utilizados 24 pogos para cada grupo de células; as placas

foram incubadas (37°C, 5% de CO2) e o teste se procedeu nos referidos intervalos de tempo.

Figura 3 - Ensaio de MTT: reducao do sal de MTT e leitura das microplacas

SEEREREREE T
SYTERREY .
AUV

Ap6s cada intervalo, o meio com os produtos testes de cada poco foram aspirados. A
solucdo de MTT (Img/mL de meio) foi preparada e adicionada a cada pogo (100 uL/pogo),
em seguida as placas foram incubadas (37°C, 5% de CO2) por 4h de forma a permitir o
metabolismo do MTT. Em seguida, o meio foi aspirado, acrescentou-se 100uL/pogo de dlcool
P.A para solubilizag@o dos cristais de formazan. As placas foram agitadas por cinco minutos e

a leitura se procedeu em leitor de microplacas, conforme mostrado na Figura 3, com
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comprimento de onda 570nm (Epoch, Biotek®, GenS Data Analysis Software), onde foram

considerados os valores de absorbancia como indicador da viabilidade celular.
3.8.6 Avaliacio da viabilidade e morte celular por Anexina V-FITC/ Iodeto de Propideo

Para avaliar os efeitos das amostras testadas sobre a morte celular, foi utilizado o kit
FITC/Annexin V Dead Cell Apoptosis Kit with FITC Annexin and PI, for Flow Cytometry
(Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA). O marcador anexina V-FITC permite detectar os
estdgios iniciais de apoptose devido ao fato de se ligar preferencialmente a fosfolipidios
negativamente carregados (fosfatidilserina) expostos no inicio do processo apoptoético,
enquanto o iodeto de propideo (PI) permite avaliar os momentos finais deste processo de
morte celular, por ser um marcador que interage com o DNA, mas ndo € capaz de atravessar a
membrana plasmética, devido ao seu alto peso molecular. Assim, a marcacio positiva para PI
indica que hd poros na membrana, fendmeno caracteristico de processos de necrose ou estagio
final de apoptose (KATARIA et al, 2013).

Para isso, as células foram cultivadas em triplicata, em placas de 6 pogos na densidade
de 2 x 10° células/poco. Apds 24, 48 e 72 horas de cultivo, as células foram tripsinizadas,
coletadas e lavadas com tampao PBS gelado. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 200 uL. de Binding Buffer. Foi adicionado 3 uL de Annexin V —FITC e 1
puL da solugdo de PI a 100 ug/mL. As células foram incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente e mantidas sob protecdo de luz. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados
400 pL de tampao de ligacdo para anexina V e as células foram analisadas em citdmetro de
fluxo (BD FACSCanto II, BD Biosciences), medindo a emissdo de fluorescéncia a 530 nm e
575 nm. A populagdo foi separada em quatro quadrantes: células vidveis (baixos niveis de
fluorescéncia), células apoptéticas (fluorescéncia verde) e células em necrose (fluorescéncia
em verde e vermelho). Os dados foram analisados a partir do software FlowJo v. 7.6.3 (Tree

Star, Inc.).
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ARTIGOS

4.1 APRESENTACAO

A presente pesquisa foi previamente apresentada e aprovada na qualificacdo

desenvolvida pelo Programa de P6s-Graduacao em Odontologia da UEPB.

a)

b)

Como resultado de sua execucgao, dois artigos serdo apresentados nessa dissertagao:
Atividade antimicrobiana do extrato da Guapira Graciliflora Mart. contra
microrganismos orais de interesse odontolégico - O referido artigo serd submetido
ao periddico BMC Complementary and Alternative Medicine, cujas normas de
elaboragdo e submissdo do manuscrito estdo elencadas no Anexo A. O periédico BMC
Complementary and Alternative Medicine possui fator de impacto 2,08 e qualis B1, de
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Efeito antiproliferativo e inducao de apoptose em células de cancer oral pelo
extrato da Guapira Graciliflora Mart - O referido artigo serd submetido ao periédico
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Resumo

Introducao

O aumento de microrganismos resistentes aos antibidticos convencionais, impulsiona a
busca por novas fontes de substincias antimicrobianas nas plantas medicinais. O presente
estudo, avaliou o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcéolico da Guapira Graciliflora

Mart. (EOHG) contra microrganismos orais, bem como a andlise fitoquimica desta planta.

Métodos

A atividade antibacteriana e antifingica foi avaliada através do método da
microdiluicdo em caldo frente a linhagens bacterianas de Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus

mitis e cepas de Candida albicans.

Resultados

O extrato apresentou atividade antimicrobiana sobre todos microrganismos testados,
sendo os melhores resultados observados nas bactérias S. mutans (12,50 ul/ ul), S. mitis
(12,50 pl/ pl) e S. salivarius (6,25 pl/ pl), e nas cepas clinicas de Candida albicans (11) e
(410), com CIMs de 0,5mg/ml e 2mg/ml, respectivamente. A andlise fito-quimica revelou que

extrato possui 3% de proteinas, 13% de agucares totais e 17% de compostos fendlicos.

Concluséao
Os resultados sugerem que a Guapira Graciliflora Mart. apresenta atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos relacionados a patologias infecciosas orais.

Descritores: Antimicrobiano, Guapira Graciliflora, Plantas Medicinais, Infec¢des Orais.

Introducao

Doencas infecciosas sdo causadas por microorganismos patogénicos ou oportunistas,
como bactérias, virus, parasitas e fungos que podem ser transmitidas direta ou indiretamente
de uma pessoa para outra [1]. Como consequéncia do uso indiscriminado de antibiéticos pela
populacdo mundial, inimeras cepas de bactérias e fungos desenvolveram mecanismos de

resisténcia a agdo de agentes antimicrobianos tradicionalmente utilizados [2 — 4].
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E nesse cendrio, que o uso de produtos naturais, incluindo as plantas medicinais,
tornou-se cada vez mais importante nos cuidados primérios da satde por todo mundo [5].
Historicamente, as plantas tem se revelado uma excelente fonte de agentes biologicamente
ativos, sendo consideradas um importante reservatério de novas substancias antimicrobianas a
serem usadas no desenvolvimento de medicamentos de interesse médico e odontolégico
[6,5,2,7,8,3,9].

As condi¢des ambientais que envolvem a cavidade oral favorecem o desenvolvimento
de infeccdes e inflamagdes causadas por microrganismos como Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Candida spp. Como exemplo, tem-se o Streptococcus mutans,
importante agente etiologico da cdrie dental que liga-se a superficie do dente para formar o
biofilme [10], e a Candida albicans comumente identificada em proteses dentdrias e na
candidiase oral [11].

A Guapira Graciliflora Mart. pertence a familia Nyctaginacea, presente na Caatinga,
principal bioma do semidrido brasileiro [12], sendo referenciada como medicinal pela
populacdo nativa dessa drea [13,14]. Estudos revelaram que a Guapira Graciliflora Mart.
apresentou atividade antimicrobiana sobre as bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae [15,16], no
entanto os testes realizados em Candida albicans, Candida guilliermondii e Candida krusei
nao demostraram ag¢do antifingica [12].

O estabelecimento de terapias alternativas com novos antimicrobianos adequados ao
uso em seres humanos sdo de extrema relevancia em funcdo do surgimento de vdrios
microrganismos resistentes. Diante dessa assertiva, o presente estudo avaliou o potencial
antimicrobiano da Guapira Graciliflora Mart. contra microrganismos relacionados a
patologias infecciosas orais: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus mitis € Candida albicans, através do

método da microdilui¢do em caldo.

Métodos

Material Vegetal e Extracao

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na regido do semidrido do
Nordeste Brasileiro no periodo de julho/agosto de 2012. O material foi limpo, acondicionado
em sacos de papel e seco em estufa (FANEM®, 330) a 40°C. O espécime testemunho

encontra-se depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACM),
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Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba, Brasil (n°
907/ ACAM). A extragdo foi realizada com etanol a 50% pelo processo de maceragdo durante
cinco dias. O extrato foi concentrado a vacuo utilizando evaporador rotativo (Quimis®,
Q344M) a 40°C, em seguida liofilizado e armazenado sob refrigeracdo a -4°C para posterior

uso, obtendo-se o extrato hidroalcéolico liofilizado da Guapira Graciliflora Mart. (EOHLG).

Ensaios Antimicrobianos
Condicoes de Crescimento Microbiano

Foram utilizadas seis cepas de referéncia de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus salivarius (7073), Streptococcus oralis (ATCC 1055), Streptococcus
parasanguinis (903), Streptococcus mitis (ATCC 49456) e Candida albicans (ATCC 18804),
além de cepas clinicas de Candida Albicans (11, 410) obtidas da colecdo do Laboratério de
Pesquisas Antimicrobianas da Universidade Estadual da Paraiba. As mesmas foram mantidas
em meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHI) para bactérias e o Agar Sabouraud

Dextrose para leveduras.

Preparacao do Inoculo
As suspensdes microbianas foram preparadas em meio estéril, conforme o
microrganismo, resultando em um padrio de 5x10° UFC/ml para bactérias e 2,5x10° UFC/ml

para leveduras por poco da microplaca inoculado [17,18].

Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Utilizou-se o método da microdiluicdo em caldo (MDC) para determinacdo da CIM.
Em placa de 96 pocos, depositou-se 100 ul/pogo de meio, acrescentou-se 100 ul do EOHG no
primeiro poco das devidas colunas procedendo-se a 8 micro dilui¢des. Em seguida, 100
ul/pogo do inoculo foram adicionados e as placas incubadas por 24h/37°C em atmosfera
aerébia ou microaerofilia de acordo com o microrganismo [17,18]. Como controles positivos
utilizou-se clorexidina (Sigma-Aldrich®) e nistatina (Sigma-Aldrich®), e como controle
negativo foram adicionadas as placas de forma individualizada meio de cultura e extrato.

Ap6s o periodo de incubacdo, foram adicionados 50 pL da solucdo de resazurina
0,01% (Sigma-Aldrich®) e a CIM definida como a menor concentracio do EOHG capaz de
impedir o aparecimento de coloracdo vermelha conferida ao meio quando as células

apresentam atividade respiratéria. Com relagdo as leveduras, observou-se, através da inspecao
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visual, a formacdo ou ndo de colonias. Nos testes de atividade antimicrobiana, utilizou-se

meio BHI caldo para bactérias e meio Sabouraud Dextrose caldo para leveduras.

Determinacao da Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM)

A CBM/CFM foi determinada pelo plaqueamento de 50 pL da CIM e de uma
concentracdo acima desta, subcultivadas em meio BHI Agar e Agar Sabouraud Dextrose e
incubadas a 37°C/ 24 h. As CBM/CFM foram definidas como a menor concentracdo que

inibiu crescimento visivel no meio utilizado.

Analise Fito quimica
Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau utilizando &acido gélico como padrido de referéncia [19]. A leitura foi

realizada a 765 nm em espectrofotdometro (Femto 600S).

Dosagem de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada usando-se o reagente Bradford [20]. A
Albumina Sérica Bovina foi utilizada como padrao. A leitura foi realizada a 595 nm em leitor

de microplacas (Epoch, Biotek®, Gen5 Data Analysis Software).

Acucares Totais
A quantificacdo de agucares foi determinada pelo método de Dubois através da
formacdo de compostos fufural a partir da desidratacdo dos acicares por dcido sulfdrico

(P.A)) [21]. A leitura foi realizada a 490 nm em espectrofotometro (Femto 600S).

Resultados

O extrato apresentou atividade sobre todos os microrganismos testados, sendo os
melhores resultados observados frente ao S. mutans (12,50 pl/ pl), S. mitis (12,50 pl/ ul) e S.
salivarius (6,25 pl/ ul) (Tabela 1).

Para segunda etapa, com o extrato liofilizado, foi procedida a diluicdo de 8mg do
EOHLG em 1ml de 4dgua destilada estéril, obtendo-se uma solu¢cdo de EOHLG a 8mg/ml. O
EOHLG a 8mg/ml apresentou atividade antimicrobiana sobre as cepas clinicas de Candida

albicans (11) e (410), CIM de 0,5mg/ml e 2mg/ml, respectivamente. Os demais
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microrganismos testados foram resistentes ao EOHLG (Tabela 2). A andlise fito-quimica
revelou que extrato possui 3% de proteinas, 13% de acgucares totais e 17% de compostos

fendlicos (Figura 1).

Discussao

As CIM’s obtidas através da MDC sdo consideradas excelentes ferramentas para
determinar a susceptibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos e, portanto, servem de
parametro ao julgamento de todos os outros métodos de susceptibilidade [22].

Nos testes preliminares, o extrato mostrou atividade contra todos os microrganismos
avaliados, excepcionalmente sobre o S. mutans (12,50 pl/ pl), S. mitis (12,50 pl/ ul) e S.
salivarius (6,25 pl/ ul). Igualmente ao observado, foi relatado que os extratos hidroalcodlicos
das folhas e cascas da Guapira Graciliflora Mart. apresentaram atividade antimicrobiana
sobre bactérias relacionadas a infeccao endodontica S. aureus (12,50 e 12,50 ul/ ul), E.
faecalis (12,50 e 6,25 pl/ ul) e E. coli (12,50 e 6,25 pl/ ul) [15]. De acordo com Costa et al
[16], o extrato etandlico do caule da Guapira Graciliflora Mart. demonstrou agdo
antimicrobiana sobre S. aureus, E. coli, P. aeruginosa (CIM > 1024 ug/ml) e K. pneumoniae
(CIM =512 pg/ml).

Oliveira et al [5] observaram que os extratos de Equisetum arvense L., Glycyrrhiza
glabra L., Punica granatum L., Stryphnodendron barbatimam Mart. apresentaram agao
antimicrobiana frente ao S. mutans nas concentragdes de 25mg/ml, 100 mg/ml, 12,5 mg/ml e
3,13 mg/ml, respectivamente; enquanto a C. albicans foi susceptivel aos extratos na
concentracdo de 50 mg/ml. De forma semelhante, os extratos de Garcina lucida (CIM = 250
pg/ml), Fagara heitzii (CIM = 500 pug/ml) e Hymenocardia lyrata (CIM = 500 pg/ml)
exerceram acao antifungica sobre a C. albicans [6].

Diferentemente dos resultados preliminares, o EHOLG ndo apresentou qualquer
atividade antimicrobiana frente as cepas de referéncia, porém sua acdo antifingica foi
ratificada sobre as cepas clinicas de C. albicans (LM 11) e C. albicans (LM 410) com CIMs
de 0,5mg/ml e 2 mg/ml, respectivamente. No estudo de Chaves et al [12], o extrato da
Guapira Graciliflora Mart. mostrou-se ineficaz contra S. oralis (ATCC), S. salivarius
(ATCC) e C. albicans (ATCC), o que pode ser justificado por diferencas na parte da planta
utilizada (casca), na forma de extratacdo e época de coleta do material vegetal. Sabe-se que
fatores inerentes a estagdo do ano, forma de extracdo e parte da planta utilizada influénciam

nos compostos obtidos e nas atividades bioativas apresentadas pelos extratos [24, 25].



33

O estudo de Ishida et al [23] demosntrou que as fragdes aquosa e acetato de etila do
extrato de Stryphnodendron spp. apresentaram atividade antifingica significativa contra cepas
clinicas de C. albicans, revelando que a presenca de taninos na planta afetou a integridade da
parede celular do fungo, fator que contribui para a diminui¢cdo da adesdo as células
hospedeiras e formacdo do tubo germinativo, além de afetar o processo de brotamento e
estimular a fagocitose.

Como € sabido, a atividade antimicrobiana de extratos ocorre pela acdo combinada de
compostos quimicos presentes nas plantas, e ndo pela atividade isolada desses compostos
[24]. Sendo assim, a diferenca de resultados encontrada neste trabalho entre o EHOG e o
EHOLG pode ser reflexo da perda ou inativacdo de algum composto relacionado a agdo
antimicrobiana durante o processo de liofilizacao.

Com atividade antimicrobiana comprovada em estudos anteriores [15,16], os
resultados negativos apresentados por esse trabalho, podem ser explicados pela auséncia ou
insuficiéncia de algum metabdlico secunddrio, na amostra utilizada, responsédvel pela acdo
antimicrobiana da planta, o que pode estar relacionado ao solvente utilizado na preparagiao do
extrato ou a época da coleta [25]. Estudos fito quimico mais detalhados da Guapira
Graciliflora Mart. devem ser realizados a fim de identificar os metabdlitos ativos

responsaveis por seu potencial antimicrobiano.

Conclusao

Com base nos achados gerais do presente trabalho pode-se inferir que a Guapira
Graciliflora Mart. apresenta atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis, Streptococcus
parasanguinis, Streptococcus mitis € Candida albicans testados. A atividade antimicrobiana
exercida pelo extrato sofreu influéncia do processo de liofiliza¢do, indicando que algum
composto foi perdido durante essa etapa. As linhagens de C. albicans apresentaram maior

sensibilidade ao extrato da Guapira Graciliflora Mart.
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Figuras

Figura 1 - Concentracao de compostos fenélicos totais, proteina e acicares totais do
EHOLG.

Resultados da andlise fito quimica para quantificacdo de compostos fendlicos totais com o
reagente de Folin Ciocalteu, dosagem de proteinas por Bradford e dosagem de agucares totais

pelo teste colorimétrico de Dubois.

Tabelas

Tabela 1 - Valores da CIM (pl/ pl) para o extrato de Guapira Graciliflora Mart. sobre os
microrganismos avaliados.

Esta tabela traz os valores da CIM e CBM/CFM para cada cepa de microrganismo testado. O
valores aqui expressos dizem respeito ao EOHG antes do processo de liofilizacao.

Tabela 2 - Valores da CIM (mg/ml) para o EOHG sobre os microrganismos avaliados.
Esta tabela traz os valores da CIM e CBM/CFM para cada cepa de microrganismo testado,
além das cepas de referéncia, temos as cepas clinicas. Os valores aqui expressos dizem

respeito ao EOHLG.

Tabela 1

Extrato (ul/ ul) Clorexidina® Nistatina®

Microrganismos CIM CBM CFM CIM CBM CIM CFM

S. mutans 12.50 12.50 - H H - -
S. salivarius 6.25 R - H H - -
S. oralis 12.50 25.00 - H H - -
S. parasanguinis 25.00 25.00 - H H - -
S. mitis 12.50 25.00 - H H - -
C. albicans 25.00 - 25.00 - - H H

E3 ~ . ~ . .. N ~ 1.
: Cepas de referéncia; -: nfo se aplica; ©: controles positivos; R: resistente; H: concentrag¢do do dltimo pogo.
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Tabela 2

Extrato (mg/ml) Clorexidina® Nistatina®

Microrganismos CIM CBM CFM CIM CBM CIM CFM

S. mutans R R - H H - -
S. salivarius R R - H H - -
S. oralis R R - H H - -
S. parasanguinis R R - H H - -
S. mitis R R - H H - -
C. albicans R - R - - H H
C. albicans (LM 11)" 0.5 - 1 - - H H
C. albicans (LM 410)° 2 - 2 - - H H

E3 7 . = N . " = 1.
: Cepas clinicas; -: ndo se aplica; “: controles positivos; R: resistente; H: concentra¢do do tltimo pogo.

Figura 1
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Resumo: Produtos naturais, incluindo plantas, t€ém sido considerados como valiosas fontes
para a descoberta de novas drogas anticancer. Em funcdo da enorme diversidade, a flora
brasileira desempenha papel importante na descoberta de potenciais drogas antitumorais. O
presente estudo investigou o potencial antiproliferativo do Extrato Hidroalcéolico da Guapira
Graciliflora Mart. (EOHGQG) frente a células de carcinoma de células escamosas oral de lingua
(CCEOL), cuja atividade inibitéria foi avaliada nas linhagens celulares SCC 9 e HSC 3 pelo
ensaio MTT, enquanto a inducdo de apoptose foi observada pelo teste da coloracdo anexina
V/P1. O EOHG a 200 pg/ml reduziu a proliferacdo das células SCC 9 e HSC 3, apresentando
respectivamente taxas de inibicdo de 49% e 63% no intervalo de 48h. A taxa de apoptose
celular em HSC 3 foi 19,29%. O EOHG apresentou efeito inibitério frente as linhagens de
CCEOL SCC 9 e HSC 3. O teste da anexina V/PI revelou inducdo de apoptose celular,
sugerindo que houve danos a membrana celular e nuclear. Dessa forma, conclui-se que a
Guapira Graciliflora Mart. constitui uma promissora fonte de quimioterdpicos a serem usados
no tratamento do CCEOQO.

Descritores: Anticancer; Apoptose; SCC 9; SCC 25; HSC 3; Guapira Graciliflora Mart.
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1 Introducao

O cancer de cabeca e pescoco € a sexta forma mais comum em todo o mundo, e 90%
dessas lesdes corresponde ao carcinoma de células escamosas (CCE) que acomete a mucosa
da cavidade oral, vermelhdao do ldbio, orofaringe, laringe e hipofaringe [1,2]. O CCE € a
oitava causa mais comum de morte por cincer em todo o mundo, apresentando altas taxas de
morbidade e mortalidade, com sobrevida de cinco anos registrada em apenas 50% dos casos
[1,3].

Numerosos fatores estdo implicados no desenvolvimento do CCE oral (CCEO),
destacando-se entre eles o consumo cronico do tabaco e do édlcool, sendo a exposi¢do cronica
a radiacdo ultraviolenta do sol o fator de risco para o desenvolvimento do CCE de labio
[4,5,2]. Durante as dltimas décadas, condutas agressivas de tratamento t€m sido utilizadas de
forma combinada na terapia do CCEOQO, incluindo radioterapia, cirurgias radicais e
quimioterapia [1,3,6].

Apesar dos avangos considerdveis na terapéutica € nos meios de diagndstico, o
prognéstico do CCEO continua sombrio, principalmente por ser uma lesao nao responsiva ao
tratamento quimioterdpico [3]; sendo assim, o desenvolvimento de novos agentes
quimioterdpicos sinaliza uma op¢do promissora na busca de melhores resultados no
tratamento do CCEO.

Os constituintes bioativos das plantas medicinais ocupam lugar de destaque na
pesquisa anticancer no mundo, gracas a sua capacidade em suprimir diferentes fases da
transformagao maligna. O potencial antitumoral de extratos e compostos vegetais pode ser
atribuido a sua capacidade em induzir mudancgas na regulacido dos alvos moleculares nas vias
de transdugdo do sinal oncogénico, implicados no crescimento e replicacdo das células, na
apoptose, na angiogénese, na invasao e metdstase das células tumorais [7-9].

A Guapira Graciliflora Mart. pertence a familia Nyctaginacea, presente na Caatinga,
principal bioma do semidrido brasileiro [10], sendo referenciada como medicinal pela
populacdo nativa dessa drea [11,12]. Estudos revelaram que a Guapira Graciliflora Mart.
apresenta comprovada atividade antimicrobiana [13,14].

O proposito do presente estudo consistiu em avaliar o potencial antiproliferativo do
EOHG frente a trés linhagens de CCEOL humano: SCC 9 e HSC 3. Testes fito-quimicos
foram realizados com o intuito de quantificar a concentragdo de compostos fendlicos

presentes no extrato testado.
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2 Resultados

Para determinacdo do efeito antiproliferativo da Guapira Graciliflora Mart., as
linhagens celulares SCC 9 e HSC 3 foram tratadas com vdrias concentragdes do EOHG e
avaliadas em intervalos de 24, 48 e 72 horas. O sal de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo) -2,5-difeniltetraz6lio) € reduzido metabolicamente, por meio da enzima mitocondrial
desidrogenase succinica, em cristais de formazan de cor azul-purpura que se acumula no
citoplasma celular, assim através do teste MTT pode-se avaliar a viabilidade e a proliferacdo.

Houve reducdo da proliferacdo de células SCC 9 e HSC 3 de forma dependente do
tempo e da concentracdo. Os efeitos mais marcantes foram observados nas concentracdes
100pg/ml e 200 pg/ml (Figura 1). A funcdo mitocondrial nas células SCC 9 e HSC 3 foi mais
eficientemente reduzida pelo EOHG a 200 pg/ml em 48 horas.

Figura 1. Efeito do extrato sobre as linhagens de CCEO correlacionando concentracdo com
valores de absorbancia. Os valores inerentes ao crescimento normal celular (controle
negativo) e a acdo da Cisplatina (controle positivo) sdo apresentados no gréfico.
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As melhores taxas de inibicdo do crescimento celular das linhagens SCC 9 e HSC 3,
49% e 63% respectivamente, foram desempenhadas pelo EOHG a 200 pg/ml em 48h, nessas
condic¢des o extrato mostrou-se mais eficiente que o controle positivo (Tabela 1), e a linhagem

HSC 3 mostrou-se mais sensivel ao efeito antiproliferativo do EOHG.

Tabela 1. Taxas de inibicao de crescimento sobre as linhagens de CCE desempenhadas pelo
extrato, em diferentes concentracdes, e pela Cisplatina em intervalos de tempo de 48 e 72
horas em comparagdo com o controle negativo.

Taxa de Inibicao de Crescimento (%)

Composto
SCC9 HSC3
48 h 72 h 48 h 72 h
EOHG 5 pg/ml - 48 -48 8 3
EOHG 10 pg/ml -48 -43 - 17 -4
EOHG 25 pg/ml -9 - 18 -15 -5
EOHG 50 pg/ml 5 13 - 11 -3
EOHG 100 pg/ml 40 36 2 17
EOHG 200 pg/ml 40 38 63 59
Cisplatina 12 30 47 71

A externalizacdo da fosfatidilserina (PS) precede a perda da integridade da membrana
acompanhada de eventos posteriores que induzem a morte celular por apoptose ou necrose. O
marcador anexina V-FITC detecta os estdgios iniciais de apoptose devido ao fato de se ligar
preferencialmente a fosfolipidios negativamente carregados (fosfatidilserina) expostos no
inicio do processo apoptdtico, enquanto o iodeto de propideo (PI) permite avaliar os
momentos finais deste processo de morte celular, por ser um marcador que interage com o
DNA.

O método de dupla colorac@o anexina V/PI foi adotado para avaliar morte celular e as
células HSC 3 foram utilizadas no teste por ter apresentado maior sensibilidade ao EOHG.
Tres populagdes celulares sdo apresentadas na citometria de fluxo: células vidveis (anexina V
-/ PI-), células em apoptose precoce (anexina V +/ PI -) e células em apoptose tardia (anexina
V+/PI +). O EOHG a 200 pg/ml induziu apoptose celular nas células HSC 3 em 48h e 72h, as
respectivas taxas de apoptose [Q2 + Q3] foram 19,29% e 7,07% (Figura 2). A andlise fito-
quimica revelou que extrato possui 3% de proteinas, 13% de agucares totais e 17% de

compostos fendlicos.
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Figura 2. Taxas de apoptose em células HSC3 tratadas com EOHG a 200 pug/ml durante 48 e
72h (C1 e C2). Os gréificos Al e A2 tratam do controle negativo, B1 e B2 se referem ao
controle positivo.
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3 Discussao

Estudos recentes revelam a preocupacdo com o aumento da prevaléncia de cancer no
mundo em um futuro préximo [15]. Os carcinomas de cavidade oral, principalmente o
carcinoma de células escamosas, tornaram-se um importante problema de saide em todo o
mundo. A taxa de sobrevivéncia dos carcinomas orais ¢ menor do que a maioria dos outros
carcinomas, nao sendo observada qualquer melhora substancial desses indices nos ultimos
anos [6]. Pesquisadores, impulsionados por essa sombria perspectiva, intensificam a busca por
drogas naturais de baixo custo que possam ser usadas no tratamento do cancer oral.

A Caatinga do Nordeste brasileiro oferece uma grande variedade de recursos vitais
para a sobrevivéncia da populacdo local [10]. A importdncia em avaliar o potencial
farmacoldgico e quimico dos vegetais presentes na Caatinga do Nordeste brasileiro, nao
reside apenas na busca por novas substancias oriundas das plantas, mas também na apreciacao
ecoldgica da regido, uma vez que o conhecimento dessas espécies permitird a proposicao de

planos para conservagao desse bioma, estimulando o uso sustentdvel das plantas exploradas.
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A Guapira Graciliflora Mart., presente na Caatinga do Nordeste brasileiro [10], é
utilizada na medicina popular para tratamento de tuberculose, como antinflamatério e
cicatrizante [11, 12]. Apesar do seu uso pela populagdo da regido do semidrido brasileiro,
estudos avaliando as propriedades fitoquimicas e farmacoldgicas da Guapira Graciliflora
Mart nao tém sido relatados.

O teste MTT utilizado para avaliar a capacidade inibitéria do EOHG, revelou que o
extrato foi capaz de exercer atividade antiproliferativa sobre a linhagem SCC 9 nas
concentracdes de 50ug/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml em 48 e 72h. Nos mesmos intervalos de
tempo a linhagem HSC 3 mostrou-se sensivel ao extrato a 100 pg/ml e 200 pg/ml,
adicionalmente a atividade mitocondrial mostrou-se mais deficiente frente ao EOHG a 200
pg/ml em 48h para os duas linhagens.

Comparado ao controle positivo, 0 EOHG mostrou melhor desempenho frente a
linhagens estudadas em 48h, revelando taxas de inibi¢do superiores a Cisplatina. O teste da
anexina V/PI apresentou células HSC 3 tratadas com o EOHG 200 pg/ml em apoptose
precoce e tardia, demonstrando que o EOHG foi capaz de causar danos a estrutura das
membranas celular e nuclear.

Estudos revelam que produtos de origem natural induzem apoptose em células
tumorais por meio de varios mecanismos como: ativa¢do da cascata de caspases, disfun¢do
mitocondrial, aumento da expressdo de moléculas apoptéticas, estresse do reticulo
endoplasmatico com acimulo de proteinas mal dobradas e ativacao da pS3 [16 — 19].

De forma semelhante ao presente trabalho, a avaliacdo da atividade antiproliferativa de
extratos brutos frente a linhagens de células tumorais foi foco de outras pesquisas. O extrato
etandlico a 80% de acafrdo foi avaliado nas linhagens HCT (cancer de célon) selvagem e
HCT p53—/- reduzindo a proliferacdo celular em doses entre 1mg/ml a 4mg/ml [20]. A
linhagem MCF-7 de cancer de mama teve sua proliferagdao reduzida em 50% quando tratada
com o extrato aquoso de Urtica dioica a 2mg/ml [21]. O extrato cloférmico da B. pinnata a
552 pg/ml apresentou taxa de inibicdo de 50% sobre a linhagem celular Hela [22].
Igualmente aos achados dessa pesquisa, apoptose foi a forma de morte celular observada nos
estudos anteriormente citados, porém os autores empregaram doses altas de seus extratos para
obtencdo de resultados semelhante aqueles alcangados neste trabalho, mostrando assim, um
melhor desempenho do EOHG.

A busca por drogas mais eficientes no tratamento de carcinomas vem sendo explorada
em diversos estudos. O isoalantolactone, composto isolado das raizes da Inula helenium L,

exerceu atividade antiproliferativa na linhagem celular UM-SCC-10 (carcinoma de faringe),
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induzindo apoptose das células [1, 3]. A viabilidade de células de CCEO, CA9-22, foi
significativamente reduzida quando tratadas com o extrato metandlico da Gracilaria
tenuistipitata [3]. O Salvianolic dcido B, isolado da Salvia miltiorrhiza (Danshen), inibiu o
crescimento em 50% das linhagens de CCEO CAL27 e SCC 4, de forma dependente do
tempo, nas concentragdes de Slug/ml e 87 ug/ml respectivamente [6]. No entanto, pela
primeira vez um estudo trata do efeito antiproliferativo e apoptético da Guapira Graciliflora
Mart. sobre linhagens celulares de CCEO.

Nos dltimos anos, a descoberta de drogas anticancer focou-se em uma ampla
variedade de compostos naturais, especialmente os compostos fendlicos. Ha relatos de
compostos fito quimicos que interferem nas diferentes vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas na iniciacdo, promog¢do e progressdo do cancer. Os efeitos antitumorais de
constituintes das plantas estdo sendo associados com a indu¢do de enzimas de desintoxicagao,
eliminacdo de radicais livres, atividade anti-inflamatéria, parada do ciclo celular,
desencadeamento de apoptose, inibicao da angiogénese tumoral e da invasao [7 — 9].

O potencial antiproliferativo e a capacidade em induzir apoptoses nas células tumorais
pelo EOHG pode estar ligada a presenca de compostos fendlicos em sua composi¢do, tendo
em vista que compostos fendlicos sdo bons antioxiadantes [23]. Estudos futuros devem focar-
se no isolamento e na avaliagdo do potencial antiproliferativo desses compostos fendlicos
presentes no EOHG.

Drogas antitumorais que induzem apoptose € assim suprimem o crescimento adicional
do tumor podem desempenhar papel importante no tratamento clinico das neoplasias
malignas. O EOHG exerceu efeito antiproliferativo e apoptético, mesmo empregado em
baixas concentracdes, sobre as linhagens de CCEO estudadas, revelando-se uma fonte
promissora para obtengdo de drogas a serem utilizadas no tratamento das neoplasias malignas

da cavidade oral.

4 Secao Experimental

4.1 Material Vegetal e Método de Extracdo

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na regido do semidrido do
Nordeste Brasileiro no periodo de julho/agosto de 2012. O material foi limpo, acondicionado
em sacos de papel e seco em estufa (FANEM®, 330) a 40°C. O espécime testemunho
encontra-se depositado na colecdo do Herbdrio Manuel de Arruda Camara (ACM),

Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba, Brasil (n°
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907/ ACAM). A extracdo foi realizada com EtOH a 50% pelo processo de maceracdo durante
cinco dias. O extrato foi concentrado a vicuo utilizando evaporador rotativo (Quimis®,
Q344M) a 40°C, em seguida liofilizado e armazenado sob refrigeracdo a -4°C para posterior

uso. Obtendo-se o extrato hidroalcéolico bruto da Guapira Graciliflora Mart. (EOHG).

4.2 Preparacdo das Amostras
Para realizacdo dos testes, o extrato liofilizado foi diluido em meio (DMEM/F-12;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) estabelecendo-se uma solug¢do na concentracdo de 200ug/ml,
a partir desta, as demais concentragdes (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml e 5 pg/ml)

foram estabelecidas.

4.3 Cultura Celular

Trés linhagens celulares derivadas de CCEOL humano SCC 9 e SCC 25 da American
Type Culture Colletion (ATCC, Manassas, VA, EUA), e HSC 3 (JCRB0623) da Health
Science Research Resources Bank (Japan Health Sciences Foundation), foram mantidas com
meio Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM/F-12; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab Ltda., Campinas, SP, Brasil),
400ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) e 1% de solugdo
antibidtico-antimicético (GIBCO, USA) a 37°C em atmosfera iimida contendo 5% de CO,,

4.4 Ensaio de Atividade Antiproliferativa

A proliferagdo celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT descrito pela
primeira vez por Mosmann [24]. Foi adicionado 100ul de células em suspencdo nas placas de
96 pocos (5x10° células por poco), as placas foram incubadas (37°C, 5% de CO2) por um
periodo de 24 h. Diferentes concentracdes do EOHG (200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pug/ml, 25
pg/ml, 10 pg/ml e 5 pg/ml) foram adicionadas aos pogos (100 ul/pogo), a Cisplatina (5 uM;
Img/ml; Blau®) foi usada como controle positivo. As placas foram incubadas (37°C, 5% de
CO2) e o teste se procedeu nos intervalos de 24, 48 e 72h. Adicionou-se 100ul/pogo da
solucdo de MTT (Img/ml de meio) seguida de 4h de incubagdo. O meio foi aspirado e
100ul/pogo de dlcool P.A foram adicionados para solubilizacdo dos cristais de formazan. A
leitura se procedeu em leitor de microplacas com comprimento de onda 570nm (Epoch,
Biotek®, Gen5 Data Analysis Software), onde foram considerados os valores de absorbancia

como indicador da viabilidade celular.
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4.5 Coloragdo por Anexina V e lodeto de Propideo

Para deteccdo das apoptoses, utilizou-se o kit FITC/Annexin V Dead Cell Apoptosis
Kit with FITC Annexin and PI, for Flow Cytometry (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA).
Células SCC 9 e HSC 3 (2 x 10’ células/pogo) foram cultivadas em triplicata, em placas de 6
pocos por um periodo de 24h. Adicionou-se 2ml do EOHG a 200ug/ml e 2ml do controle
positivo (Cisplatina; SuM) nos referidos pocos. Apds cada intervalo de tempo (24, 48 e 72 h),
as células foram tripsinizadas, coletadas e lavadas com tampao PBS gelado. O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas em 200 ul de Binding Buffer. Adicionou-se 3 ul de
Annexin V — FITC e 1 ul da solucdo de PI a 100 pg/mL. As células foram incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente e mantidas sob protecdo da luz. Em seguida, foram
adicionados 400 uL de tampao de ligagdo para anexina V. As células foram analisadas em
citdmetro de fluxo (BD FACSCanto II, BD Biosciences), medindo a emissdo de fluorescéncia
a 530 nm e 575 nm, e os dados analisados a partir do software FlowJo v. 7.6.3 (Tree Star,

Inc.).

4.6 Andlise Fito quimica

4.6.1 Compostos fenolicos totais
O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau utilizando acido gélico como padrdo de referéncia [25]. A leitura foi

realizada a 765 nm em espectrofotdmetro (Femto 600S).

4.6.2 Dosagem de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada usando-se o reagente Bradford [26]. A
Albumina Sérica Bovina foi utilizada como padrio. A leitura foi realizada a 595 nm em leitor

de microplacas (Epoch, Biotek®, Gen5 Data Analysis Software).

4.6.3 Aciicares Totais
A quantificagcdo de agucares foi determinada pelo método de Dubois através da
formacdo de compostos fufural a partir da desidratacdo dos acicares por dcido sulfdrico

(P.A.) [27]. A leitura foi realizada a 490 nm em espectrofotdmetro (Femto 600S).
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5 Conclusao

Com base no exposto, o EOHG apresentou efeito inibitério frente as linhagens de
CCEO SCC 9 e HSC 3. A atividade antiproliferativa foi mais pronunciada na concentracao de
200pg/ml em 48h em ambas as linhagens. O teste da anexina V/PI revelou indugdo de morte
celular por apoptose, sugerindo a existéncia de dano a membrana celular e nuclear. A Guapira
Graciliflora Mart. revelou-se promissora fonte de agentes anticancer para o tratamento do

carcinoma de células escamosas oral.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento do cancer e das doencgas infecciosas tem atraido o interesse de
pesquisadores devido ao seu grande impacto na saiude da populagdo. As taxas de mortalidade
por cancer e a expectativa de novos casos apontadas por 6rgdos especializados, mostram que
o dia a dia da batalha contra esta doenga torna-se cada vez mais arduo. O uso indiscriminado
de antibidticos, permitiu que bactérias e fungos desenvolvessem mecanismos de defesa aos
antimicrobianos disponiveis para uso.

Dessa forma, a procura por novos agentes biologicamente ativos, oriundos de plantas
medicinais, protagoniza o cendrio das pesquisas cientificas em todo o planeta. A partir desse
prisma, o presente estudo investigou o potencial antimicrobiano da Guapira Graciliflora
Mart. sobre microrganismos orais e seu potencial antiproliferativo, pela primeira vez, frente a
linhagens celulares de CCEO.

O extrato da Guapira Graciliflora Mart. apresentou a¢do antimicrobiana frente as
cepas de microrganismos orais utilizadas neste trabalho, com desempenho extraordinério
sobre a Candida Albicans. A presente pesquisa mostrou que a Guapira Graciliflora Mart.
pode atuar como agente antiproliferativo e indutor de apoptose, fornecendo uma importante
base para desenvolvimento de quimioterdpicos a serem usadas no tratamento do CCEO.

E interessante a realizacio de novos estudos envolvendo a Guapira Graciliflora Mart.,
a fim de esgotar todo o potencial farmacolégico dessa planta como fonte natural de compostos
biologicamente ativos utilizados no tratamento de infec¢des e neoplasias malignas. Além dos
extratos das folhas, outras partes da planta devem ser estudadas utilizando-se novas formas de
extracdo com o emprego de diversos solventes.

Para avaliacdo do potencial antimicrobiano, é imprescindivel o desenvolvimento de
testes em cepas de bactérias e fungos distintas daquelas utilizadas nesse trabalho, sendo os
microrganismos presentes nas infec¢des respiratérias uma boa opg¢do, tendo em vista que
popularmente essa planta € utilizada no tratamento da tuberculose. A acdo antiproliferativa da
Guapira Graciliflora Mart. poderd ser testada em outras linhagens de células tumorais, como
exemplo linhagens de cancer de mama (MCF 7), pulmao (NCI — H460), prostata (PC — 3) e

colo do utero (HeLa).
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A purificacdo do EOHG e separacao de seus compostos, aliada a testes que elucidem
de forma mais aprofundada, os mecanismos de acdo responsdveis pela atividade
antimicrobiana e antiproliferativa, desempenhada pela Guapira Graciliflora Mart., é de suma
importancia para seu futuro uso nas infeccdes orais € como quimioterdpico no tratamento do

CCEO.
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ANEXO A
BMC Complementary and Alternative Medicine
INSTRUCTIONS FOR AUTHORS
PREPARING MAIN MANUSCRIPT TEXT

OVERVIEW OF MANUSCRIPT SECTIONS FOR RESEARCH ARTICLES

Manuscripts for Research articles submitted to BMC Complementary and Alternative
Medicine should be divided into the following sections (in this order): Title page, Abstract,
Keywords, Background, Methods, Results and discussion, Conclusions, List of abbreviations
used, Competing interests, Authors' contributions, Authors' information, Acknowledgements,
Endnotes, References, Illustrations and figures, Tables and captions, Preparing additional

files.

TITLE PAGE

The title page should: provide the title of the article, list the full names, institutional,
addresses and email addresses for all authors, indicate the corresponding author.

Please note: the title should include the study design, for example "A versus B in the
treatment of C: a randomized controlled trial X is a risk factor for Y: a case control study".

Abbreviations within the title should be avoided.

ABSTRACT

The Abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be structured into
separate sections: Background, the context and purpose of the study; Methods, how the study
was performed and statistical tests used; Results, the main findings; Conclusions, brief
summary and potential implications. Please minimize the use of abbreviations and do not cite

references in the abstract.

KEYWORDS

Three to ten keywords representing the main content of the article.
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BACKGROUND

The Background section should be written in a way that is accessible to researchers without
specialist knowledge in that area and must clearly state - and, if helpful, illustrate - the
background to the research and its aims. Reports of clinical research should, where
appropriate, include a summary of a search of the literature to indicate why this study was
necessary and what it aimed to contribute to the field. The section should end with a brief

statement of what is being reported in the article.

METHODS

The methods section should include the design of the study, the setting, the type of
participants or materials involved, a clear description of all interventions and comparisons,
and the type of analysis used, including a power calculation if appropriate. Generic drug
names should generally be used. When proprietary brands are used in research, include the
brand names in parentheses in the Methods section.

For studies involving human participants a statement detailing ethical approval and consent

should be included in the methods section.

RESULTS AND DISCUSSION

The results and discussion may be combined into a single section or presented separately.
Results of statistical analysis should include, where appropriate, relative and absolute risks or
risk reductions, and confidence intervals. The results and discussion sections may also be

broken into subsections with short, informative headings.

CONCLUSIONS

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear explanation of

their importance and relevance. Summary illustrations may be included.

LIST OF ABBREVIATIONS
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If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations can be provided, which should precede the competing interests and authors'

contributions.

COMPETING INTERESTS

Authors must disclose any financial competing interests; they should also reveal any non-
financial competing interests that may cause them embarrassment were they to become public
after the publication of the manuscript.

Authors are required to complete a declaration of competing interests. All competing interests
that are declared will be listed at the end of published articles. Where na author gives no
competing interests, the listing will read "The author(s) declare that they have no competing
interests'. When completing your declaration, please consider the following questions:

financial competing interests e non-financial competing interests.

AUTHORS' CONTRIBUTIONS

In order to give appropriate credit to each author of a paper, the individual contributions of
authors to the manuscript should be specified in this section. Each author should have
participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions of
the content. Acquisition of funding, collection of data, or general supervision of the research
group, alone, does not justify authorship.

We suggest the following kind of format (please use initials to refer to each author's
contribution): AB carried out the molecular genetic studies, participated in the sequence
alignment and drafted the manuscript. JY carried out the immunoassays. MT participated in
the sequence alignment. ES participated in the design of the study and performed the
statistical analysis. FG conceived of the study, and participated in its design and coordination
and helped to draft the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an

acknowledgements section.

AUTHORS' INFORMATION
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You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s)
that may aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the
author(s). This may include details about the authors' qualifications, current positions they
hold at institutions or societies, or any other relevant background information. Please refer to
authors using their initials. Note this section should not be used to describe any competing

interests.
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source(s) of funding for each author, and for the manuscript preparation. Authors must
describe the role of the funding body, if any, in 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.
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language editor has made significant revision of the manuscript, we recommend that you
acknowledge the editor by name, where possible.

The role of a scientific (medical) writer must be included in the acknowledgements section,
including their source(s) of funding. We suggest wording such as 'We thank Jane Doe who
provided medical writing services on behalf of XYZ Pharmaceuticals Ltd.'

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
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ENDNOTES
Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all
notes (along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section.

Please format this section in a paragraph rather than a list.
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All references, including URLSs, must be numbered consecutively, in square brackets, in the
order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. Each reference
must have an individual reference number. Please avoid excessive referencing. If automatic
numbering systems are used, the reference numbers must be finalized and the bibliography
must be fully formatted before submission.

Only articles, datasets, clinical trial registration records and abstracts that have been published
or are in press, or are available through public e-print/preprint servers, may be cited;
unpublished abstracts, unpublished data and personal communications should not be included
in the reference list, but may be included in the text and referred to as "unpublished
observations" or "personal communications" giving the names of the involved researchers.
Obtaining permission to quote personal communications and unpublished data from the cited
colleagues is the responsibility of the author. Footnotes are not allowed, but endnotes are
permitted. Journal abbreviations follow Index Medicus/MEDLINE. Citations in the reference
list should include all named authors, up to the first 30 before adding 'et al'. Any in press
articles cited within the references and necessary for the reviewers' assessment of the
manuscript should be made available if requested by the editorial office.

Style files are available for use with popular bibliographic management software: Examples
of the BMC Complementary and Alternative Medicine reference style are shown below.
Please ensure that the reference style is followed precisely; if the references are not in the
correct style they may have to be retyped and carefully proofread.

All web links and URLs, including links to the authors' own websites, should be given a
reference number and included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and the URL,
in the following format: The Mouse Tumor Biology Database
[http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do]. If an author or group of authors can clearly
be associated with a web link, such as for weblogs, then they should be included in the
reference.

Examples of the BMC Complementary and Alternative Medicine reference style.

Article within a journal: Koonin EV, Altschul SF, Bork P: BRCAI protein products:
functional motifs. Nat Genet 1996, 13:266-267.

Article within a journal supplement: Orengo C A, Bray JE, Hubbard T, LoC onte L, Sillitoe I:
Analysis and assessment of ab initio three-dimensional prediction, secondary structure, and

contacts prediction. Proteins 1999, 43(Suppl 3):149-170.
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In press article: Kharitonov SA, Barnes PJ: Clinical aspects of exhaled nitric oxide. Eur
Respir J, in press.

Published abstract: Zvaifler NJ, Burger JA, Marinova-Mutafchieva L, Taylor P, Maini RN:
Mesenchymal cells, stromal derived factor-1 and rheumatoid arthritis [abstract]. Arthritis
Rheum 1999, 42:5250.

Article within conference proceedings: Jones X: Zeolites and synthetic mechanisms. In
Proceedings of the First National Conference on Porous Sieves: 27-30 June 1996; Baltimore.
Edited by Smith Y. Stoneham: Butterworth-Heinemann; 1996:16-27.

Book chapter, or article within a book: Schnepf E: From prey via endosymbiont to plastids:
comparative studies in dinoflagellates. In Origins of Plastids. Volume 2. 2nd edition. Edited
by Lewin RA. New York: C hapman and Hall; 1993:53-76.

Whole issue of journal: Ponder B, Johnston S, C hodosh L (Eds): Innovative oncology. In
Breast Cancer Res 1998, 10:1-72.

Whole conference proceedings: Smith Y (Ed): Proceedings of the First National Conference
on Porous Sieves: 27-30 June 1996; Baltimore. Stoneham: Butterworth-Heinemann; 1996.
Complete book: Margulis L: Origin of Eukaryotic Cells. New Haven: Yale University Press;
1970.

Monograph or book in a series: Hunninghake GW, Gadek JE: The alveolar macrophage. In
Cultured Human Cells and Tissues. Edited by Harris TJR. New York: Academic Press;
1995:54-56. [Stoner G (Series Editor): Methods and Perspectives in Cell Biology, vol 1.]
Book with institutional author: Advisory C ommittee on Genetic Modification: Annual
Report. London; 1999.

PhD thesis: Kohavi R: Wrappers for performance enhancement and oblivious decision
graphs. PhD thesis. Stanford University, C omputer Science Department; 1995.

Link / URL: The Mouse Tumor Biology Database
[http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do]

Link / URL with author(s): Corpas M: The Crowdfunding Genome Project: a personal
genomics community with open source values
[http://blogs.biomedcentral.com/bmcblog/2012/07/16/the-crowdfunding-genome  project-a-
personal-genomics-community-with-open-source-values/].

Dataset with persistent identifier: Zheng, L-Y; Guo, X-S; He, B; Sun, L-J; Peng, Y; Dong, S-
S; Liu, T-F; Jiang, S; Ramachandran, S; Liu, C -M; Jing, H-C (2011): Genome data from
sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience. http://dx.doi.org/10.5524/100012.
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Clinical trial registration record with persistent identifier: Mendelow, AD (2006): Surgical
Trial in Lobar Intracerebral Haemorrhage. C urrent C ontrolled Trials.

http://dx.doi.org/10.1186/ISRC TN22153967

PREPARING ILLUSTRATIONS AND FIGURES

Ilustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file. Each figure
should include a single illustration and should fit on a single page in portrait format. If a
figure consists of separate parts, it is important that a single composite illustration file be
submitted which contains all parts of the figure. There is no charge for the use of color

figures.

FIGURE LEGENDS

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the document,
rather than being a part of the figure file. For each figure, the following information should be
provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short

title of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to 300 words.

PREPARING TABLES

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table 1, 2, 3
etc.). Tables should also have a title (above the table) that sumarizes the whole table; it should
be no longer than 15 words. Detailed legends may then follow, but they should be concise.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the
document text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and displayed in
the final published form of the article. Such tables should be formatted using the "Table object’
in a word processing program to ensure that columns of data are kept aligned when the file is
sent electronically for review; this will not always be the case if columns are generated by
simply using tabs to separate text. C olumns and rows of data should be made visibly distinct
by ensuring that the borders of each cell display as black lines. Commas should not be used to

indicate numerical values. Color and shading may not be used; parts of the table can be
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highlighted using symbols or bold text, the meaning of which should be explained in a table
legend. Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a portrait page can be uploaded separately as additional
files. Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the article, but a link
will be provided to the files as supplied by the author. Tabular data provided as additional
files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls) or comma separated values (.csv). As with

all files, please use the standard file extensions.

STYLE AND LANGUAGE

General

Currently, BMC Complementary and Alternative Medicine can only accept manuscripts
written in English. Spelling should be US English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be
concise. BMC Complementary and Alternative Medicine will not edit submitted manuscripts
for style or language; reviewers may advise rejection of a manuscript if it is compromised by
grammatical errors. Authors are advised to write clearly and simply, and to have their article
checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be minimal. Non-native

speakers of English may choose to make use of a copyediting service.

LANGUAGE EDITING

For authors who wish to have the language in their manuscript edited by a native-English
speaker with scientific expertise, BioMed C entral recommends Edanz. BioMed Central has
arranged a 10% discount to the fee charged to BioMed C entral authors by Edanz. Use of an
editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication. Please

contact Edanz directly to make arrangements for editing, and for pricing and payment details.

HELP AND ADVICE ON SCIENTIFIC WRITING

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit our
page on Writing titles and abstracts for scientific articles. Tim Albert has produced for

BioMed C entral a list of tips for writing a scientific manuscript. American Scientist also
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provides a list of resources for science writing. For more detailed guidance on preparing a

manuscript and writing in English, please visit the BioMed Central author academy.

ABBREVIATIONS

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first

used and a list of abbreviations can be provided following the main manuscript text.

TYPOGRAPHY

Please use double line spacing. Type the text unjustified, without hyphenating words at line
breaks. Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title. All pages should be numbered.
Use the BMC Complementary and Alternative Medicine. Footnotes are not allowed, but
endnotes are permitted. Please do not format the text in multiple columns. Greek and other
special characters may be included. If you are unable to reproduce a particular special
character, please type out the name of the symbol in full. Please ensure that all special

characters used are embedded in the text, otherwise they will be lost during conversion to

PDF.
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ANEXO B
Molecules

MANUSCRIPT PREPARATION

Paper Format: A4 paper format, the printing area is 17.5 cm x 26.2 cm. The margins should
be 1.75 cm on each side of the paper (top, bottom, left, and right sides). There is no page
limit. Full experimental details (for original research papers) must be provided so that the
results can be reproduced.

Formatting / Style: The paper style of Molecules should be followed. You may download a
template file from the Molecules homepage to prepare your paper. It is not necessary to
follow the manuscript structure showed in the template file for review papers.

Authors List and Affiliation Format. Authors' full first and last names must be given.
Abbreviated middle name can be added. For papers written by various contributors a
corresponding author must be designated. The PubMed/MEDLINE format is used for
affiliations: complete address information including city, zip code, state/province, country,
and email address should be added. All authors who contributed significantly to the
manuscript (including writing a section) should be listed on the first page of the manuscript,
below the title of the article. Other parties, who provided only minor contributions, should be
listed under Acknowledgments only. A minor contribution might be a discussion with the
author, reading through the draft of the manuscript, or performing English corrections.
Abstract and Keywords: The abstract should be prepared as one paragraph of about 200
words. For research articles, abstracts should give a pertinent overview of the work, its
purpose, the main methods or treatments applied; summarize the article's findings or facts and
indicate the authors' conclusions or interpretation. As such, the abstract aims at being an
objective representation of the article and must not contain results or data which are not
presented and substantiated in the main text. Note that abstracts serve two main purposes: on
one hand abstracts are used by potential readers to assess the relevancy of an article for their
own work. On the other hand, abstracts are used by indexing databases to catalog articles
appropriately. Also, three to 10 pertinent keywords need to be added after the abstract. We
recommend that the abstract and the keyword list use words that are specific to the article yet
reasonably common within the subject discipline.

Abstract Graphic: Authors are encouraged to provide a self-explanatory graphical abstract of

the paper to be used along with the abstract on the Table of Contents and search results. The
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graphic should not exceed 550 pixels width/height and can be provided as a PDF, JPG, PNG
or GIF file. The minimum text size in the graphic should be 12 pt.

Units: SI units (International System of Units) should be used for this journal. Imperial, US
customary and other units should be converted to SI units whenever possible before
submission of a manuscript to the journal.

Figures, Schemes and Tables: Authors are encouraged to prepare figures and schemes in
color. Full color graphics will be published free of charge. We kindly request authors to
provide figures and schemes at a sufficiently high resolution (min. 600 pixels width, 300 ppi).
Figures and schemes must be numbered (Figure 1, Scheme 1, Figure 2, Scheme II, etc.) and a
explanatory title must be added. Tables should be inserted into the main text, and numbers
and titles for all tables supplied. All table columns should have an explanatory heading. To
facilitate the copy-editing of larger tables, smaller fonts may be used, but in no case should
these be less than 10 pt in size. Authors should use the Table option of MS Word to create
tables, rather than tabs, as tab delimited columns are often difficult to format for the final PDF
output. Please supply captions for all figures, schemes and tables. The captions should be
prepared as a separate paragraph of the main text and placed in the main text before a table, a
figure or a scheme.

Equations: 1f you are using Word, please use either the Microsoft Equation Editor or the
MathType add-on in your paper. It should be editable, not in the format of a picture.

Chemical Structures and Reaction Schemes: Chemical structures and reaction schemes should
be drawn using an appropriate software package designed for this purpose. As a guideline,
these should be drawn to a scale such that all the details and text are clearly legible when
placed in the manuscript (i.e. text should be no smaller that 8-9 pt.). To facilitate editing we
recommend the use of any of the software packages widely available for this purpose: MDL®
Isis/Draw, ACD/ChemSketch®, CS ChemDraw®, ChemWindow®, etc. Free versions of
some of these products are available for personal or academic use from the respective
publishers. If another less common structure drawing software is used, authors should ensure
the figures are saved in a file format compatible with of one of these products.

Physical and Spectroscopic Data: Physical and spectroscopic data as well as tables for NMR
data should be prepared according to the ACS's Preparation and Submission of Manuscripts
standard (page 4).

Experimental Data: To allow for correct abstracting of the manuscripts all compounds should
be mentioned by correct chemical name, followed by any numerals used to refer to them in

the paper. The use of the IUPAC nomenclature conventions is preferred, although alternate
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naming systems (for example CAS rules) may be used provided that a single consistent
naming system is used throughout a manuscript. For authors perhaps unfamiliar with
chemical nomenclature in English we recommend the use of compound naming software such
as AutoNom. Full experimental details must be provided, or, in the case of many compounds
prepared by a similar method, a representative typical procedure should be given. The general
style used in the Journal of Organic Chemistry is preferred. Complete characterization data
must be given for all new compounds. For papers mentioning large numbers of compounds a
tabular format is acceptable. For known compounds appropriate literature references must be
given.

X-Ray Crystallographic Data: to avoid publication of extensive compilations of
crystallographic data and facilitate the refereeing of manuscripts, Molecules asks authors to
deposit the crystallographic data prior to the submission of the manuscript.

COD: Preferably, the data should be deposited with the Crystallography Open Database
(COD). Please deposit as "prepublication data" at
http://www.crystallography.net/initiate_deposition.php prior to the submission of the
manuscript. COD numbers for structures will be displayed immediately after the data is
validated and deposited, and should be included in the manuscript, along with the following
text: "COD ...... contains the supplementary crystallographic data for this paper. These data
can be obtained free of charge via http://www.crystallography.net/search.html". This text may
be included in the experimental section or as a suitably referenced endnote.

CCDC: Alternatively, the data can be deposited to the Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDCQ). For instructions on doing this, see:
http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/depositing.html. The deposition numbers are usually
provided by the CCDC within three working days and should be included in the manuscript,
along with the following text: "CCDC ...... contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data can be obtained free of charge via
http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html (or from the CCDC, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK; Fax: +44 1223 336033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk)". This
text may be included in the experimental section or as a suitably referenced endnote.

Conflicts of Interest: Authors must identify and declare any personal circumstances or interest
that may be perceived as inappropriately influencing the representation or interpretation of
reported research results. If there is no conflict of interest, please state "The authors declare

no conflict of interest." This should be conveyed in a separate "Conflicts of Interest"
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statement immediately preceding the "References" section of the manuscript. Financial
support for the study must be fully disclosed under the "Acknowledgments" section.
Acknowledgments: Please clearly indicate grants that you have received in support of your
research work (including funds for covering the costs to publish in open access). Note that
some funders will not refund article processing charges (APC) if the funder and grant number
are not clearly identified in the paper. The Acknowledgments section is placed just before the
References section.

References: Please ensure that a comprehensive list of all relevant references is provided at
the end of the manuscript, and that all references are cited within the paper and numbered
consecutively throughout the paper (including citations in tables and legends).

References should preferably be prepared with a bibliography software package, such as
Zotero, EndNote or ReferenceManager. If references are prepared manually they must be
checked for integrity and correctness.

Reference Formatting: All the references mentioned in the text should be listed separately and
as the last section at the end of the manuscript, and be numbered consecutively throughout the
paper. Do not repeat references in the references list. Reference numbers should be placed in
square brackets [ ], and placed before the punctuation; for example [4] or [1-3]. For embedded
citations in the text with pagination, use both parentheses and brackets to indicate the
reference number and page numbers; for example [5] (p. 10). Or [6] (pp. 101-105). Include
the full title for cited articles. See the Reference Preparation Guide for more detailed
information.

Supplementary Material and Research Data: authors are encouraged to make their
experimental and research data openly available. Large datasets and files should be deposited
to specialized data repositories. Small datasets, spreadsheets, images, video sequences,
conference slides, software source code, efc. can be included with the submission and
published as supplementary material. Please read the information about Supplementary

Material and Data Deposit beneath for additional information and instructions.

AUTHORSHIP AND AUTHORS CONTRIBUTIONS

For research articles with more than one author, authors are asked to prepare a short, one
paragraph statement giving the individual contribution of each co-author to the reported
research and writing of the paper. The paragraph should be titled "Author Contributions" and

placed in the paper after the "Acknowledgment" section and before the "Conflicts of Interest"
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statement. Only major contributors should be listed as authors. Those with small or technical
contributions can be mentioned in the Acknowledgment section. Authors themselves are
responsible for the correct identification and attribution of authorship. According to the COPE
standard, to which this journal adheres, "all authors should agree to be listed and should
approve the submitted and accepted versions of the publication. Any change to the author list
should be approved by all authors including any who have been removed from the list. The
corresponding author should act as a point of contact between the editor and the other authors
and should keep co-authors informed and involve them in major decisions about the
publication (e.g. responding to reviewers’ comments)." [1]

1. Wager, E.; Kleinert, S. Responsible research publication: international standards for
authors. A position statement developed at the 2nd World Conference on Research Integrity,
Singapore, July 22-24, 2010. In Promoting Research Integrity in a Global Environment;
Mayer, T., Steneck, N., eds.; Imperial College Press / World Scientific Publishing: Singapore;
Chapter 50, pp. 309-16.

CORRECT IDENTIFICATION OF COMPONENTS OF NATURAL PRODUCTS

The correct identification of the various components of extracts from natural sources is of key
importance, and as publishers we are keenly aware of our responsibility to the scientific
community in this area. Consequently, for papers on this topic, we have adopted the
recommendations of the Working Group on Methods of Analysis of the International
Organization of the Flavour Industry (IOFI), as published in Flavour Fragr. J. 2006, 21, 185.
These recommendations may be summarized as follows: Any identification of a natural
compound must pass scrutiny by the latest forms of available analytical techniques. This
implies that its identity must be confirmed by at least two different methods, for example,
comparison of chromatographic and spectroscopic data (including mass, IR and NMR
spectra) with those of an authentic sample, either isolated or synthesized. For papers claiming
the first discovery of a given compound from a natural source, the authors must provide full
data obtained by their own measurements of both the unknown and an authentic sample,
whose source must be fully documented. Authors should also consider very carefully
potential sources of artifacts and contaminants resulting from any extraction procedure or

sample handling.

POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST
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It is the authors' responsibility to identify and declare any personal circumstances or interests
that may be perceived as inappropriately influencing the representation or interpretation of
clinical research. If there is no conflict, please state here "The authors declare no conflict of
interest." This should be conveyed in a separate "Conflicts of Interest" statement preceding
the "Acknowledgments" and "References" sections at the end of the manuscript. Financial

support for the study must be fully disclosed under "Acknowledgments" section.

PEER-REVIEW AND EDITORIAL PROCEDURE

Initial Check

All submitted manuscripts are received by the Editorial Office. The in-house Managing
Editor will perform a preliminary check of the manuscript to assess if: it suits the scope of the
journal, whether it is properly prepared, and whether the manuscript follows the ethical
policies of the journal. In case of doubt, the Managing Editor may consult with the journals’
Editor-in-Chief or an Editorial Board member.

Manuscripts that do not fit the journal or are not in line with our ethical policy may be
rejected before peer-review. Manuscripts that are not properly prepared will be returned to the

authors for revision and resubmission.

Expert Peer-Review

Once a manuscript passes the initial check, it will be assigned to several independent experts
for peer-review. A single-blind peer-review process is applied, where authors names are
revealed to reviewers. Experts may include past and present Editorial Board members and
Guest Editors of the journal. However, we also actively seek other experts, which are
identified during literature searches. Potential referees suggested by the authors are also
carefully considered. As a general rule, referees should not have published with one or more
of the co-authors during the past five years and should not currently work or collaborate with
one of the institutes of the co-authors of the manuscript under consideration. At least two

expert opinions will be collected for each manuscript.

Revisions and Editorial Decision
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Based on the comments from the outside referees, the Editorial Office will usually ask the
authors for minor or major revisions. If the comments are either very positive or very
negative, the Editorial Office may directly ask the academic editor (usually the Editor-in-
Chief or a Guest Editor) for a decision. Otherwise, the manuscript will be sent back to the
authors for minor or major revisions. In case of minor revisions, the Editorial Office will ask
the academic editor for a final decision on the revised version of the manuscript. In case of
major revisions, the manuscript will usually be sent back to one or more of the outside
referees before sending the paper to the academic editor for a decision. We allow a maximum

of two rounds of major revisions.

Author Appeals

Authors may appeal editorial decisions by sending an e-mail to the Editorial Office of the
journal. The Managing Editor of the journal will forward the manuscript and relating
information (including the identities of the referees) to an appropriate Editorial Board member
of the journal. If no appropriate Editorial Board member is available, the editor will identify a
suitable external scientist. The Editorial Board member may judge the paper by himself or
request additional expert opinions to judge the manuscript. The Editorial Board member will
be asked to give an advisory recommendation on the manuscript. If the manuscript is rejected
based on the Editorial Board member review, the decision will be final and cannot be

revoked.

Production and Publication

Once accepted, a manuscript will undergo our standard production procedure. This entails
professional copy-editing of the paper, English editing, proofreading by the authors, final

corrections, pagination and publication on the www.mdpi.com website.

PEER-REVIEW / REFEREES

During the submission process, authors can suggest potential referees with the appropriate
expertise to review the manuscript. The editors will not necessarily approach these referees.

Please provide as detailed contact information as possible (address, homepage, phone, email
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address). The proposed referees should be experts in the field who can provide an objective
report—they should not be current collaborators of the co-authors nor have published with
any of the co-authors of the manuscript within the last 5 years. Proposed referees should be
from different institutions to the authors. You may identify appropriate Editorial Board
members of the journal as potential referees. Another possibility is to select referees from
among the authors that you frequently cite in your paper.

ENGLISH CORRECTIONS

This journal is published in English, so it is essential that for proper refereeing and quick
publication all manuscripts are submitted in grammatically correct English. If you are not a
native English speaker, we strongly recommend that you have your manuscript professionally
edited before submission or read by a native English-speaking colleague. Professional editing
will mean that reviewers are better able to read and assess your manuscript. For additional

information see the English Editing Guidelines for Authors.

PUBLICATION ETHICS STATEMENT

Molecules is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). The editors of this
journal take the responsibility to enforce a rigorous peer-review process together with strict
ethical policies and standards to ensure to add high quality scientific works to the field of
scholarly publication. Unfortunately, cases of plagiarism, data falsification, image
manipulation, inappropriate authorship credit, and the like, do arise. The editors of Molecules
take such publishing ethics issues very seriously and are trained to proceed in such cases with
a zero tolerance policy.

Authors wishing to publish their papers in Molecules are asked to abide to the following rules:
Authorship and authors' contributions to the paper need to be fully and accurately disclosed.
Any facts that might be perceived as a possible conflict of interest of the author(s) need to be
disclosed in the paper prior to submission. All funding of the research needs to be precisely
disclosed. Authors should accurately present their research findings and include an objective
discussion of the significance of their findings. Data and methods used in the research need to
be presented in sufficient detail in the paper, so that other researchers can replicate the work.
Raw data should preferably be publicly deposited by the authors before submission of their
manuscript. At least, authors need to have the raw data readily available for presentation to

the referees and the editors of the journal, if requested. Authors need to ensure appropriate
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measures are taken so that raw data is retained in full for a reasonable time after publication.
Plagiarism, data fabrication and image manipulation are not tolerated. Simultaneous
submission of manuscripts to more than one journal is not tolerated. Republishing content that
is not novel is not tolerated (for instance, an English translation of a paper that is already
published in another language is not tolerated). If errors and inaccuracies are found by the
authors after publication of their paper, those need to be promptly communicated to the

editors of this journal, so that editors can issue a correction, amendment or retraction of the

paper.

SUPPLEMENTARY MATERIAL DEPOSIT

In order to maintain the integrity, transparency and reproducibility of research records, and to
retain important chemical and structural information, authors are strongly encouraged to make
their experimental and research data openly available either by depositing into data
repositories or by publishing the data and files as supplementary information in this journal.
Supplementary data and files can be uploaded as "Supplementary Files" during the
manuscript submission process. The supplementary files will be offered to the referees as part
of the peer-review process, although referees are not specifically asked to review
supplementary files. Accepted file formats include (but are not limited to): spectral data
(NMR, IR, Raman, ESR, etc.) in JCAMP (JDX) format, 3D coordinate structures (in PDB,
MOL, XYZ or other common format), crystallographic information (in CIF format), data
tables and spreadsheets (text files, MS Excel, OpenOffice, CSV, XML, etc.), text documents
(text files, PDF, MS Word, OpenOffice, efc.; text documents will be preferably converted to
PDF files for the publication), images (JPEG, PNG, GIF, TIFF, BMP, etc.), videos (AVI,
MPG, QuickTime, etc.), executables (EXE, Java, etc.), software source code.

Large data sets and files should be deposited to specialized service providers (such as
Figshare) or institutional/subject repositories, preferably those that use the DataCite
mechanism. For a list of specialized repositories for the deposit of scientific and experimental
data, please consult databib.org or re3data.org. The data repository name, link to the data set
(URL) and accession number, doi or handle number of the data set must be provided in the
paper. The journal Data (ISSN 2306-5729) is also accepting submissions of data set papers,
and the publication of small data sets and/or software source code along with the paper is

encouraged.



