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RESUMO
Diversas pesquisas cientificas buscam encontrar extratos vegetais que possuam
potencial curativo e profilatico para diferentes doencas. O interesse em pesquisar
fitoterapicos vem crescendo acompanhado com o aumento no investimento para a
descoberta de novos farmacos. Diante disto, objetivou-se avaliar a atividade
antimicrobiana da Bauhinia forficata Linn (Morord). Com o extrato liofilizado
produzido a partir da casca de B. forficata foram realizados ensaios microbiolégicos,
com a finalidade de avaliar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo
Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) e inibicdo de aderéncia ao biofilme. A
analise morfologica do biofilme foi visualizada através de microscopia eletronica de
varredura (MEV). O extrato apresentou forte atividade antifungica para Candida
albicans (CIM = 0,015 mg/mL), sendo também capaz de inibir a aderéncia deste
microorganismo ao biofilme formado apos 72 horas. Através da MEV, alteracdes na
morfologia celular foram observadas. Diante dos resultados observamos que o extrato
apresentou forte atividade antifungica, possivelmente justificando a inibicdo de

aderéncia do biofilme, apresentando melhores resultados do que a nistatina.



Palavras - chave: Produtos com acdo antimicrobiana; plantas medicinais;

medicamentos fitoterapicos.

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Bauhinia forficata Linn

ABSTRACT
Several scientific studies seek to find plant extracts that have prophylactic and curative
potential for different diseases. The interest in researching herbal growing together with
the increase in investment for the discovery of new drugs. Given this, it was aimed to
evaluate the antimicrobial of Bauhinia forficata Linn (Morord). With the lyophilized
extract produced from the bark of B. forficata microbiological tests were performed in
order to evaluate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), bactericidal
concentration / Fungicide Minimum (MBC / MFC) and inhibition of biofilm adherence.
Morphological analysis of the biofilm was visualized on the scanning electron
microscope (SEM). The extract showed strong antifungal activity for Candida albicans
(MIC = 0.015 mg / mL), while also being able to inhibit the adhesion of this
microorganism to the biofilm, formed after 72 hours. Through SEM, changes in cell
morphology were observed. Given the results we observed that the extract showed
strong antifungal activity, possibly explaining the inhibition of adherence of the biofilm,

showing better results than nystatin.

Keywords: Products with antimicrobial action, Medicinal plants, herbal medicines
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1. INTRODUCAO

A cérie dentéria, doenca periodontal e candidiase sdo as principais patologias
odontoldgicas que afetam a humanidade. Estas condi¢cbes sdo causadas por
microrganismos formadores de placas, que residem no interior da cavidade oral. As
doengas orais tém sido associadas principalmente com Actinomyces, Actinobacillus,
Streptococcus e espécies de Candida (SILVA et al.,2012).

O desenvolvimento de resisténcia a agentes patogénicos tem levado a intensificacao
na busca a novos medicamentos, contra infec¢bes causadas por fungos, parasitas,
bactérias e virus. E, os antimicrobianos derivados de produtos naturais tém uma longa e
importante histdria no fornecimento de novas moléculas quimicas com esta atividade
(NCUBE et al.,2012).

Apesar das plantas medicinais j& fazerem parte da cultura popular, nas ultimas
décadas o interesse pela Fitoterapia teve um aumento consideravel entre profissionais,
usuérios dos servigos de salde e pesquisadores brasileiros, devido a implantagdo pelo
governo, do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (SOUZA, et al.,
2013).

A descoberta de novos compostos bioativos, também chamados de principios
ativos, é de grande importancia para a odontologia, pois infeccdes na cavidade bucal séo
frequentes, sejam de origem bacteriana ou fungica. Além do E. faecalis, outras bactérias
como o Streptococcus mutans e o Staphylococcus aureus estdo associados a problemas
endodénticos, além de serem microrganismos envolvidos na cérie dentéria (SILVEIRA
et al., 2011). Assim, apesar do Brasil possuir uma grande biodiversidade, com grande
potencial fitoterapico, hd uma caréncia de estudos que avaliem o uso de extratos e
produtos vegetais para fins odontolégicos (PEREIRA et al., 2011).

O género Bauhinia L. (Caesalpiniacaea) possui aproximadamente 500 espécies,
sendo que no Brasil podem ser encontrados cerca de 20% destas, as quais sao utilizadas
na medicina tradicional, vendidas em feiras livres ou encontradas na composicdo de
diversos fitoterapicos. Estas espécies apresentam diversas indicagbes populares,
principalmente como tdnico, expectorante, hipocolesterolemiante, hipoglicemiante,
antimicrobiana, anti-hipertensiva e anti-inflamatorio, sendo de relevante importancia a
avaliacdo de sua eficacia contra patdgenos orais. Estudos apontam que os flavondides

sdo os marcadores quimicos e responsaveis pelas diversas atividades farmacoldgicas
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desempenhadas pelo género Bauhinia (CUNHA et al., 2003; ARIGONY, 2005;

OLIVEIRA, 2010; PEIXOTO SOBRINHO, et al., 2012; FERRERES et al., 2012).
Diante do exposto, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana e antiproliferativa

da B. forficata Linn frente a microrganismos orais, aléem de caracterizar

fitoquimicamente seu extrato bruto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do extrato
A planta foi coletada na regido do semiarido paraibano, na Serra de Bodocongo,
municipio de Queimadas (7° 22' 25" S, 35° 59' 32"W), na meso regido da Borborema e
micro regido do Cariri Oriental, no més de setembro de 2012. O espécime testemunha
de B. forficata Linn encontra-se depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda
Camara (ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina
Grande, Paraiba (n° 130/ACAM).

A casca da B. forficata (100 g) foi seca em estufa a 40° e posteriormente moida, em
moinho de facas, com granulometria em torno de 10 mesh. O extrato hidroalcodlico foi
produzido com alcool 80% (250 ml) por 48 horas, em temperatura ambiente. A mistura
resultante foi filtrada e os residuos da filtracdo foram imersos por mais duas vezes em
alcool 80%. As trés fases liquidas finais foram concentradas em rotaevaporador a 39° e,

depois, liofilizadas.

2.2 Cepas de microrganismos e teste de suscetibilidade

Os microorganismos utilizados foram selecionados por sua relagdo na
participacdo de doencas orais, sendo eles: Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sanguis ATCC 10557, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Candida albicans ATCC 18804. A atividade
antimicrobiana do extrato foi identificada pela determinagéo das concentra¢fes minimas
inibitdérias (CIM), bactericida (CBM) e fungicida (CFM), de acordo com as normas
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2009). O teste foi
realizado em microplacas de 96 pocos contendo 100 plL/pogo dos meios de cultura
(Brain Heart Infusion - Difco, Franklin Lakes, NJ, USAAs — para bactérias e RPMI
1640 - Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA — para a levedura). O
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extrato foi diluido em alcool a 40% (8 mg/mL), depositada no primeiro pogo e realizada
diluicBes seriadas para se obter concentracOes entre 15,62 e 2000 pg/mL. Os controles
positivos foram a clorexidina 0,12% (Sigma-Aldrich®) e a nistatina (Sigma-Aldrich®) e
o controle negativo o alcool a 40%. Os indculos bacterianos (1,0x10° UFC/mL) e
fangico (5,0x10° UFC/mL) foram padronizados por espectofotometria e adicionados
aos pocos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A CIM foi considerada
como a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano de
forma visivel, sendo posteriormente confirmada pela coloracdo da resazurina 0,01%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para bactérias e pela mudanca da coloracdo do
meio RPMI 1640 para a levedura.

Para determinacdo da atividade bactericida ou fungicida do extrato realizaram-se
os testes de CBM/CFM, através de plaqueamento, por superficie do material do pogo
correspondente a CIM e duas concentracdes anteriores a este, em meio de cultura
especifico (BHI Agar para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose para levedura). A
CBM/CFM foi definida como a menor concentragcdo capaz de ndo promover nenhum
crescimento microbiano em meio de cultura sélido especifico.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em trés experimentos

independentes.
2.3 Inibicdo de aderéncia ao biofilme

Os biofilmes foram formados em placas de 96 pocos ndo tratadas (TPP), para
que posteriormente pudéssemos avaliar a aderéncia de células microbianas ao biofilme.
Inicialmente, 100 pl de uma suspensdo microbiana contendo 10° UFC/mL (leveduras),
cultivadas em meio de cultura especifico (RPMI 1640) acrescido de 2% de sacarose,
foram transferidos para cada poco da placa contendo concentragcfes entre 15,62 e 2000
png/mL. Em seguida, a placa foi incubada por 48 horas a 37°C, sob agitacdo de 75 rpm.
Como controle negativo, foram usados trés pocos de cada placa seguindo a mesma
metodologia sem adi¢do de tratamentos. Também foi incluido o controle positivo,
nistatina. Todo o experimento foi realizado em triplicata e em trés experimentos
independentes. Para a quantificacdo das células aderidas, os pocos foram lavados com
agua destilada e secos a temperatura ambiente por 45 minutos. Posteriormente, em cada
poco foram acrescentados 200 pL de solugdo aquosa de cristal violeta a 1% por 45

minutos. Em seguida, os pocos foram lavados novamente com &gua destilada e
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descorados com 200 pL de etanol a 95%. Transcorridos 45 minutos, 150 pL da solugédo
descorada de cada poco foi transferida para uma nova placa de 96 pocos e a quantidade
do cristal violeta mensurada a 525 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 340
Tunable Microplate Reader; Molecular Devices Ltda). Os valores de absorbancia
(capacidade que a substancia tem em absorver a luz) das substancias em teste foram
subtraidos dos valores do controle negativo, de modo a avaliar a quantidade de células
microbianas aderidas (LI et al, 2003)

2.4 Analise da Morfologia Celular

Para analise da morfologia celular, o biofilme foi formado em laminas de lab-tek
(Nunc,Naperville, IL, USA), e tratados com o extrato nas concentracdes capazes de
inibir o crescimento do microrganismo (CIM/CFM). As células foram fixadas com
glutaraldeido 3% em solucdo tampdo de fosfato (PBS), em temperatura ambiente, por
12 horas. Em seguida, o biofilme foi desidratado com etanol em concentragOes seriadas
(50, 70, 90 e 100%), metalizado com ouro e observado através da microscopia
eletronica de varredura - MEV (JEOL JSM 5600LV, JEOL® Tokyo, Japan),
observando-se a integridade da parede celular do microrganismo e verificando-se a
ocorréncia de mudancas ou danos na estrutura das células (HAWSER; DOUGLAS,
1994).



14

3. RESULTADOS

Os resultados da Concentragdo Inibitéria Minima, Concentracdo Bactericida
Minima e Concentracdo Fungicida Minima para o extrato da B. forficata Linn estdo
representados na Tabela 1. A tabela mostra que o extrato ndo apresentou atividade
contra as bactérias testadas, porém pode-se observar uma melhor atividade sobre a

Candida albicans.

Tabela 1: Distribuicdo das concentra¢fes minima inibitdria bactericida e fungicida do extrato
hidroalcodlico da B. forficata Linn avaliado contra espécimes de bactérias (ATCC) e Candida
albicans (ATCC)

Bahuinia forficata Linn
Microrganismos CIM CBM/CFM

(Hg/mL) (Hg/mL)
Candida albicans 15,62 > 2000
Streptococcus mutans > 2000 > 2000
Streptococcus sanguis >2000 > 2000
Enterococcus faecalis >2000 > 2000
Pseudomonas aeruginosa > 2000 > 2000

Em relacdo a inibicdo de aderéncia ao biofilme, o extrato da planta demonstrou
desempenho regular até a concentracdo aproximada de 7,81 pg/mL, apresentando
medianas maiores que a nistatina (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do extrato da B. forficata Linn e da nistatina sobre o biofilme amadurecido (48
horas). As imagens em MEV demonstram o efeito do extrato (Figura 2) nas concentragdes da
CIM e CFM sobre o biofilme de Candida albicans.

As imagens em MEV demonstram o efeito do extrato (Figura 2) nas
concentragOes da CIM e CFM sobre o biofilme de Candida albicans. Na Figura 3 estéo
representados o controle do microrganismo e o biofilme tratado com a nistatina. As
imagens sugerem a presenca de polimorfismo entre as células leveduriformes da

Candida albicans pela utilizacdo das substancias em teste.
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Figura 2. Microfotografia, por microscopia eletronica de varredura, de biofilme de Candida

Tontraotl MO

albicans tratado com extrato de Bauhinia forficata Linn, nos aumentos de 5000x (A) e 500x

(B).
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Figura 3. Microfotografia, por microscopia eletronica de varredura, de biofilme de Candida

albicans tratado com nistatina (A) e o controle negativo (B)
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4. DISCUSSAO

As pesquisas com produtos naturais tém aumentado significativamente na area
odontolégica devido a busca por produtos com maior atividade terapéutica, menor
toxicidade, melhor biocompatibilidade e menor custo. Além de ter boa aceitagdo
popular a fitoterapia reflete boas perspectivas no mercado de produtos odontoldgicos
(AGRA, 2007; ROCHA, 2012)

Considerando os estudos relacionados a Bauhinia forticata, a literatura encontra-
se ainda escassa, mostrando a necessidade de aprofundamento e a importancia de
pesquisar sobre esta espécie (ARIGONY, 2005), visto que alguns estudos mostram 0s
bons resultados desse genero como antimicrobiano (DUARTE, 2006)

Silva et al. (2002) afirmaram que, apesar de se conhecer muitos dos compostos
presentes no género da planta estudado, pouco ainda se conhece sobre a atividade
farmacoldgica da maioria das substancias do género citado. Porém ja foi relatado que as
plantas do género Bauhinia apresentam forte atividade antifingica diante da Candida
albicans (OLIVEIRA, 2010), corroborando dessa forma com os nossos resultados.

Quando se trata de efeito bactericida estudos mostram que o extrato da B.
forficata Linn (casca), ndo apresenta atividade pela técnica da microdiluicdo (BORBA,
2006), entretanto quando utilizado o extrato da B. forficata (folha), na mesma técnica,
verifica-se atividade (ROCHA, 2012), o que pode pode ser justificado pela maior
quantidade de componentes quimicos, como exemplo os taninos, presentes na folha do
que na casca (ARIGONY, 2005).

Os agentes antifingicos podem ser divididos em duas categorias: drogas que
afetam a membrana celular e drogas que atuam intracelularmente, interrompendo
processos celulares vitais, como sintese de DNA, RNA ou proteinas (SCHAECHTER et
al., 2002). Dessa forma podemos entdo reforcar a ideia de que nosso extrato o qual
demonstrou atividade contra Candida albicans, pode ter afetado a membrana celular,
corroborando dessa forma com o autor supracitado.

E importante que saibamos quais os principais constituintes quimicos das
plantas, para que dessa forma justifiquemos os efeitos encontrados para cada teste
realizado. Portanto, segundo Agra (2007), extratos de plantas que apresentam
flavondides totais em sua constituicdo podem ser usados para a prevencdo de
importantes patologias como doencas cardiovasculares, envelhecimento, canceres, como

agente antimicrobianos e outras.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados pode-se observar que o extrato ndo apresentou atividade
frente as bactérias testadas, porém apresentou forte atividade antifungica frente a
Candida albicans, possivelmente justificando a inibicdo de aderéncia do biofilme oral,

demonstrando ainda melhores resultados do que a nistatina.
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ANEXO — NORMAS DA RESVISTA

Journal of Experimental Biology

The Journal of Experimental Biology (JEB) € o jornal lider em fisiologia animal
comparado e é publicado pela A Companhia de biélogos, uma organizacdo de caridade
sem fins lucrativos dirigida por bidlogos para o beneficio da comunidade bioldgica.

Desde o seu lancamento como The British Journal of Experimental Biology, em
1923, até os dias atuais, JEB continua a publicar artigos sobre a forma ea funcdo dos
organismos vivos em todos os niveis de organizagdo bioldgica, desde o molecular e
subcelular ao animal todo integrado. Os nossos autores e leitores refletir um amplo
grupo interdisciplinar de cientistas que estudam a fisiologia molecular, celular e do
organismo em um contexto evolutivo e ambiental.

JEB recebe muito mais manuscritos do que ele pode publicar. Nos ultimos anos,
0 numero de artigos publicados constitui apenas cerca de 40% daqueles apresentados.

O critério mais importante para a publicacdo no JEB ¢ significativo avanco do
conhecimento cientifico. Em geral, isso significa que um manuscrito deve representar e
testar uma hipotese significativa ou responder a uma questdo importante que é relevante
para as questbes béasicas da biologia experimental. Os manuscritos devem ser de
importancia geral para o campo da fisiologia comparativa e ser de interesse para 0
publico amplo de JEB. A revista ndo tem espaco para papéis descritivas que ndo deixam
claro o seu mecanicista mais amplo e relevancia cientifica. S6 em circunstancias

convincentes serd um editor decidir que uma excecao a esta diretriz se justifica.

Termos de submissao

JEB considera para publicacdo de pesquisa original que ndo tenha sido publicado
anteriormente. Submissdo ao JEB implica que este € 0 caso e que 0 manuscrito
submetido ndo estd sob consideracdo para publicacdo em outro lugar. Durante o
processo de submissdo, os autores sdo convidados a declarar que o manuscrito foi visto
e aprovado por todos os autores. Submission também implica que os autores concordam
em respeitar o JEB politicas editoriais e de ética de publicacdo, incluindo a declaragéo
de quaisquer interesses concorrentes para a revista mediante apresentacdo de um

manuscrito.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Djournal%2Bof%2Bexperimental%2Bbiology%26biw%3D1440%26bih%3D799&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.biologists.com/index.html&usg=ALkJrhiRqt37Gu1n3tWtcHFhitKq6KC3LA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Djournal%2Bof%2Bexperimental%2Bbiology%26biw%3D1440%26bih%3D799&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://jeb.biologists.org/site/journal/editorial_policies.xhtml&usg=ALkJrhgzIRLui_FqN_NP0dpMw4tZUlSbkA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Djournal%2Bof%2Bexperimental%2Bbiology%26biw%3D1440%26bih%3D799&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://jeb.biologists.org/site/journal/publishing_ethics.xhtml&usg=ALkJrhgTZo81FBka_dYtPwXvyVA1_GXRvA
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Os autores devem destacar claramente a descoberta chave (s) do papel e explicar
0 seu significado e interesse para 0 campo em sua carta de apresentacao.

Ap0s a aceitacdo do artigo, a maioria dos artigos de Investigacdo e Métodos e
Técnicas de papeis sdo publicadas no site da revista como autor manuscritos aceitos
(Adiantamento artigos on-line) antes da revista edicdo de texto e layout e antes da
publicacdo das edi¢cBes impressa e on-line em que serd posteriormente aparecem.
Autores que preferem seu manuscrito autor aceite ndo ser publicado como um artigo
antecedéncia on-line deve marcar a caixa de selecdo relevante durante o processo de

submissao.

Formatos de arquivo
Para texto e tabelas manuscrito, nosso formato de arquivo preferido é o
Microsoft Word. Por favor, inclua tabelas como parte do arquivo do manuscrito.

Aceitamos também péginas (formato rtf) e latex.

InformacGes gerais

(1) Prepare manuscritos em Inglés.

(2) Fornecer um titulo curto de ndo mais de 40 caracteres e pelo menos trés palavras-
chave para indexagéo.

(3) Preparar mesas em formato de “célula” e incluidos no mesmo arquivo do texto
principal.

(4) Néo insira quaisquer numeros no documento manuscrito.

(5) Ndo use caixas de imagem em texto para criar caracteres especiais.

(6) Fontes: Use Times por caracteres normais e um simbolo para caracteres gregos.
(7) Por favor, indigue nomes latinos e autoridade taxonémica (eg Linnaeus) para as
espécies experimentais.

(8) Por favor, forneca os nomes e locais (cidade, estado, pais) de todos os fornecedores
de equipamentos.

(9) Por favor, fornega uma lista de simbolos / abreviaturas utilizadas.

(10) Por favor, forneca informacGes sobre todo o apoio financeiro e material de sua
pesquisa (incluindo a concesséo de financiamento) em uma secéo separada, intitulado

Financiamento


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Djournal%2Bof%2Bexperimental%2Bbiology%26biw%3D1440%26bih%3D799&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://jeb.biologists.org/site/misc/advance.xhtml&usg=ALkJrhhDOH6Fg-qkqLLHSLEu4mibwFiopg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Djournal%2Bof%2Bexperimental%2Bbiology%26biw%3D1440%26bih%3D799&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://jeb.biologists.org/site/author/manuscript_preparation.xhtml&usg=ALkJrhjIJXUFiVcmzdKwfWExawTmZg8DOg#funding
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Comprimento Manuscrito

A tabela a seguir mostra 0 nimero maximo de palavras do texto principal
(excluindo a pagina de titulo, resumo, referéncias e legendas de figuras) para diferentes

tipos de artigos.

Tipo de artigo Contagem maxima de palavra
Research Article 7000
Metodos e Técnicas 2500
ComunicacOes Breves 2500
Comente 7000
Comentario 4500

Artigos que excedam o numero maximo de palavras serdo devolvidos aos
autores no envio, a menos que a justificacdo para o aumento do comprimento

manuscrito foi incluido na carta.

Resumo

Fornecer um breve resumo de no maximo 250 palavras. N&o inclua referéncias.

Preparando o texto

(1) Use espacamento 1,5 para todo o texto e incluir os nimeros de linha.

(2) itélico palavras latinas.

(3) Utilize apenas unidades SI.

(4) As abreviagOes devem ser definidas na primeira vez que eles sdo usados em texto -
letras mailsculas deve ser digitado sem paragens (EUA, Reino Unido), em letras
minusculas, com paradas (uv)

(5) Tipo de um espaco entre um digito e uma unidade, por exemplo de 1 mm (com
excepcéo de 1%, 4 ° C).

(6) Utilizagcdo de massa molecular relativa () e ndo MW. M € adimensional e deve ser
expressa como x10 3

(7) kDa é aceitavel para massa molecular.

(8) Use SEM e sd para erros padréo, etc

(9) Os fons - use Ca 2" etc

(10) compostos isotopicamente rotulados - se isotopica de um elemento no composto,

em seguida, o simbolo lugar para o is6topo entre paréntesis rectos, tal como em B H]-
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timidina: se 0 composto normalmente ndo contém o elemento marcado isotopicamente,
em seguida, usar °**! I- ou albumina marcada com **! I-albumina.

(11) Cite cada figura e tabela no texto em ordem numérica.

(12) Utilizacdo fig. 6A, B ou Figs 8, 9.

(13) Néo incluir unidades em equac6es, mas defini-los no texto.

Referéncias

As referéncias no texto

Cada uma das referéncias citadas no texto devem ser listados nas referéncias e vice-
versa: por favor, verifique com atencéo.

CitacOes bibliogréficas no texto sdo as seguintes.

(1) Um autor - (Jones, 1995) ou (Jones, 1995; Smith, 1996).

(2) Dois autores - (Jones e Kane, 1994) ou (Jones e Kane, 1994; Smith, 1996).

(3) Mais de dois autores - (Jones et al, 1995.) Ou (Jones et ai, 1995a; Jones et ai, 1995b;
Smith et ai, 1994, Smith et ai, 1995,....).

(4) Evitar qualquer texto adicional dentro dos colchetes, este formato é necessario para
pesquisas bibliograficas on-line.

(5) Os trabalhos aceitos para publicacdo, mas ainda ndo publicado - lista de referéncias
como (no prelo).

(6) Citacdo de trabalhos inéditos:

(A) as suas proprias observacdes inéditas e os resultados enviados para publicacao
devem ser citadas no texto e ndo apenas na lista de referéncia. Utilize o formato (SP
Jones, inédito).

(B) Comunicac6es pessoais, ou seja, as observacdes ndo publicadas de outros cientistas,

somente sera publicado quando fundamentada por permissao por escrito.

Lista de referéncia

(1) As referéncias sao listadas em ordem alfabética de acordo com o sobrenome e
iniciais do primeiro autor. Dentro de um grupo de papéis com 0 mesmo primeiro autor,
a lista de documentos autor nico em primeiro lugar, em seguida, papéis com dois
autores, em seguida, et al. papeis. Se existe mais de uma referéncia para cada tipo,
organizar em ordem de data. Use a e b para artigos publicados no mesmo ano.

(2) "na imprensa" as citagdes devem ter sido aceitos para publicagcdo eo nome da revista

ou editora incluido.
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(3) As iniciais devem seguir todos 0s sobrenomes na lista de autores; inserir um ponto e
espaco apds cada inicial e parénteses em volta da data seguido por um ponto final. Use
negrito para os nomes dos autores.

(4) Use EUA Nacional abreviaturas padréo para as revistas.

(5) Utilize o seguinte estilo:

Rochlin, MW, Itoh, K., Adelstein, RS e Bridgman, P. C. (1995). Localizacdo de
miosina I1A e B isoformas em neurdnios cultivados. J. Sci celular. 108, 3661-3670.
Matlin, KS e Caplan, M. J. (1992). Estrutura da célula epitelial e polaridade. No rim:
Fisiologia e Fisiopatologia (ed. DW Seldin e G. Giebisch), pp 447-473. New York:
Raven Press Ltd.

Se houver mais do que 10 autores, usar ‘et al." apds o 10 autor.

Financiamento

Detalhes de todas as fontes de financiamento deve ser dada em uma secéo
separada, intitulada 'Financiamento'. Isso deve aparecer imediatamente ap0s a secao de
agradecimentos. Por favor, forneca o nome oficial completo financiamento da agéncia,
ou seja, "National Institutes of Health ', ndo' NIH. NUmeros de subvencdo deve ser dada
entre colchetes da seguinte forma: [concessdo numero xxxx]. Varios numeros de
concessdo devem ser separadas por uma virgula como segue: [concessao nUmeros XXxX,
yyyy]. As agéncias devem ser separados por ponto-evirgula (plus ‘e’ antes da ultima
agéncia de financiamento). Onde as pessoas precisam ser especificados para certas
fontes de financiamento, por favor, adicione "para iniciais" apds o 6rgao competente ou
namero de concessdo. por exemplo, Este trabalho foi financiado pelo National Institutes
of Health [AA123456 a CS, BB765432 a MH], e do Conselho de Pesquisa de Alcool e
Educacao [hfygr667789].

E da responsabilidade do autor correspondente para fornecer a informagéo
relevante concessao de todos os autores.

Onde héa financiamento especifico tenha sido fornecido para a pesquisa, por
favor use a seguinte frase: Esta pesquisa recebeu nenhuma subvencgdo especifica de
qualquer agéncia de financiamento nos setores publico, comercial ou ndo fins

lucrativos.



