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RESUMO

O conhecimento sobre plantas medicinais conforma-se, para muitas comunidades, como o
unico recurso terapéutico disponivel. Considerando a amplitude da utilizagdo da planta do
género Cnidoscolus como medicamento natural, estudos que avaliam o potencial terapéutico
destas plantas ainda sdo escassos. Popularmente, esta planta vem sendo amplamente utilizada
para combater infec¢bes e tumores. O presente estudo objetivou avaliar in vitro o potencial
antimicrobiano contra patdgenos orais e o potencial antiproliferativo da Cnidoscolus
quercifolius sobre linhagens de células tumorais. As folhas da planta foram coletadas no
semiarido paraibano, e o extrato hidooacodlico a 80% foi obtido através da maceracéo,
rotaevaporacao e liofilizagdo. Foi realizado o ensaio antimicrobiano, através da microdiluicéo,
para se determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) contra Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sanguis ATCC 10557, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Candida albicans ATCC 18804. No ensaio antiproliferativo foram utilizadas uma linhagem
celular de queratindcitos humanos (HaCat) e seis linhagens celulares tumorais humanas: NCI-
ADR/RES (ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos), 786-O (rim), NCI-H460
(pulm&o), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (célon) e K562 (medula 6ssea). O extrato ndo
apresentou potencial antimicrobiano (CIM > 2,0 pg /mL) frente aos microorganismos
testados, nem potencial antiproliferativo, pois, ndo foi capaz de promover diminui¢do do
crescimento celular para nenhuma linhagem tumoral estudada. Os achados ndo fundamentam
a ampla utilizacdo desta planta pela populacédo, sendo indicada a realizacdo de novos estudos
que possam comprovar uma possivel eficicia de sua utilizacéo.

Palavras-chave: Produtos com agdo antimicrobiana. Ensaios de selecdo de medicamentos
antitumorais. Plantas medicinais.



Study of antimicrobial and antiproliferative potential of plant extract Cnidoscolus quercifolius
Pohl (Favela)

ABSTRACT

The knowledge about medicinal plants conforms to many communities, as the only
therapeutic option available. Considering the amplitude of use of gender Cnidoscolus like
natural medicament, studies evaluating the therapeutic potential of these plants are still scarce.
Popularly, the favela has been widely used to fight infections, and especially, as antitumor
drug. Hence, the present study aimed to evaluate in vitro the antimicrobial activity against
oral pathogens and antiproliferative against tumor cell lines by Cnidoscolus quercifolius Pohl.
The leaves of the plant were collected in the semiarid Paraiba, and extract hidooacodlico to
80% was obtained by maceration, rotaevaporation and lyophilization. Antimicrobial test was
performed by broth microdilution, to determineTests the Minimum Inhibitory Concentration
(CIM) and bactericidal concentration / Fungicide Minimum (CBM / CFM) against
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sanguis ATCC 10557, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 18804. For the
antiproliferative assay were used a cell line of human keratinocytes (HaCat) and six human
tumor cell lines: NCI-ADR/RES (ovarian phenotype of multidrug resistance), 786-O (kidney),
NCI-H460 (lung), OVCAR-3 (ovarian), HT-29 (colon) and K562 (bone marrow). The extract
didn’t show antimicrobial potential (MIC> 2.0 mg / mL) against the tested microorganisms.
Regarding the potential antiproliferative, therefore, wasn’t able to promote cell growth
decreased for any tumor cell studied. The findings didn’t give reasons to the wide use of this
plant by the population, be interesting to conduct new studies to prove a possible
effectiveness of its use.

Keywords: products with antimicrobial action; trials of antitumor drug selection; medicinal
plants.
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1 INTRODUCAO

A etnofarmacologia no Brasil tem identificado plantas utilizadas popularmente para o
tratamento de doencas, em especial plantas da familia Euphorbiaceae, tais como as do género
Cnidoscolus, popularmente conhecidas como “urtiga” ou “favela™. Dentre as espécies deste
género, destaca-se a Cnidoscolus quercifolius Pohl, em funcdo das suas propriedades

terapéuticas.

Esta espécie possui porte arboreo, flores brancas, dispostas em cimeiras, folhas longas,
grossas, lanceoladas e profundamente recortadas. Podem atingir de 3 a 8m de altura, sdo
lactescente e xeréfita®®. O fruto é uma capsula que contém sementes oleaginosas, semelhantes
as sementes de fava, razdo de serem popularmente conhecidas como "favela”, "faveleiro™ e
"faveleira”, ou ainda como mandioca-brava. A Cnidoscolus quercifolius € uma planta

endémica do Brasil e tipica do bioma Caatinga’ (Figura 1).

Figura 1 — Planta Cnidoscolus quercifolius Pohl

Fonte: Seres vivos do RN. Disponivem em: http://seresvivosdorn.blogspot.com.br/2010/11/favelacnidoscolus-quercifolius-
pohl.html

Estudo realizado em comunidades do semiarido da Paraiba revelou que o principal uso
da Cnidoscolus tem sido como fitoterapico, seguido do uso na alimentacéo animal®. A casca e
entrecasca do caule sdo usadas como agentes anti-inflamatdrio, analgésicos, diuréticos,
desinfetantes, cicatrizantes, antitumorais para o trato genito-urinério, antisséptica e curativa

para infeccOes renais, dermatoldgicas e oftalmicas, contus@es, fraturas, disenteria, apendicite,


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Cimeira_%28bot%C3%A2nica%29&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula_%28fruto%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oleaginosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fava
http://pt.wikipedia.org/wiki/End%C3%AAmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://seresvivosdorn.blogspot.com.br/2010/11/favelacnidoscolus-quercifolius-pohl.html
http://seresvivosdorn.blogspot.com.br/2010/11/favelacnidoscolus-quercifolius-pohl.html

reumatismo, além de ser utilizada para o tratamento de dores de dente, ouvido e coluna, gripe
e tosse™ °. O seu latex é usado na cauterizacdo de verrugas e para coagulagdo sanguinea® e o
cataplasma da entrecasca para cicatrizacdo de feridas®. Outras partes da planta s&o também

utilizadas para fins terapéuticos, como a raiz e as partes aéreas’.

Na regido Nordeste do Brasil, especialmente no semiarido paraibano, € comum 0 uso
popular da Cnidoscolus quercifolius. Apesar da sua ampla utilizagdo como medicamento
natural, estudos que avaliam o seu potencial terapéutico e citotéxico ainda sdo escassos® o que

aponta a necessidade de investigacOes nesta area.

A fitoterapia é recomendada pela OMS — Organizacdo Mundial de Saude, 6rgdo que
apoiou o estudo e o uso de plantas medicinais regionais como forma de baixar os custos dos
programas de salde pubica, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil,
uma vez que tais plantas ddo origem de modo mais rapido a medicamentos, sendo mais
baratos e mais acessiveis aqueles mais carentes que dependem de medicamentos necessarios a
satide basica’.

Atualmente, observa-se um progressivo interesse pela fitoterapia, situacdo que pode
ser constatada pela exuberante movimentacdo do mercado mundial de fitoterapicos, os quais
chamam a atencdo cada vez mais dos paises desenvolvidos®. Medicamentos derivados de
produtos naturais séo capazes de tratar 87% das enfermidades humanas categorizadas, entre
elas, antibacterianas, anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressoras e
anticancerigenas®. A evolucdo dos estudos cientificos ratifica a eficacia das plantas
medicinais, com destaque para aquelas empregadas na medicina popular para fins
terapéuticos™, o que indica a importancia do saber popular como parte fundamental no saber

cientifico.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano e antiproliferativo do
extrato hidroalcoodlico da folha da Cnidoscolus quercifolius frente a microrganismos

encontrados na cavidade bucal e linhagens de células tumorais.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do material vegetal

As folhas da planta Cnidoscolus quercifolius (Figura 2) foram coletadas na regido do
semiérido paraibano, no municipio de Campina Grande, no més de setembro. O espécime
testemunho da Cnidoscolus quercifolius encontra-se depositado na cole¢cdo do Herbario
Manuel de Arruda Camara (ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I,
Campina Grande, Paraiba (n°017/ACAM). O material foi higienizado, preservado em sacos

de papel e desidratado em estufa de circulagédo de ar a 40°C.

Figura 2 — Folhas da Planta Cnidoscolus quercifolius Pohl

Fonte: The Virtual Botanic Garden. Disponivem em: http://www.virboga.de/Cnidoscolus_gquercifolius.htm

2.2 Preparacéo do extrato

O extrato hidroalcoolico a 80% foi obtido através de maceracdo por 48 horas,
utilizando-se a proporcdo de 10 mg da planta para 25 ml do solvente, por 48 horas, em
temperatura ambiente. A mistura resultante foi filtrada e os residuos imersos, por mais duas
vezes, em alcool 80%. As trés fases liquidas finais foram concentradas em rotaevaporador e,

posteriormente liofilizadas.


http://www.virboga.de/Cnidoscolus_quercifolius.htm
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2.3 Cepas de microrganismos e teste de suscetibilidade

Os microrganismos utilizados neste estudo foram: Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus sanguis ATCC 10557, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 18804.

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico da Cnidoscolus quercifolius foi
identificada pela determinacdo das concentragfes minimas inibitorias (CIM), bactericida
(CBM) e fungicida (CFM), de acordo com as normas da Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2010). O teste foi realizado em microplacas de 96 pocgos contendo 100
pL/poco do meio de cultura especifico (Brain Heart Infusion - Difco, Franklin Lakes, NJ,
USAAs — para bactérias e RPMI 1640 - Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY,
USA — para a levedura). As substancias foram diluidas em alcool a 40% (8 mg/mL),
transferidas para o primeiro poco, e realizada diluicdes seriadas para se obter concentracoes
entre 15,62 e 2000 pg/mL. Os controles positivos foram clorexidina 0,12% (Sigma-Aldrich®)
e nistatina (Sigma-Aldrich®) e o controle negativo o alcool 40%. Os indculos bacterianos
(1,0x10° UFC/mL) e fangico (5,0x10° UFC/mL) foram adicionados aos pocos e as placas
incubadas a 37°C por 24 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato
que inibiu crescimento microbiano visivel, confirmado pela resazurina 0,01% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) para bactérias e pela mudanca da coloragdo do meio RPMI

1640 para a levedura.

Para determinar CBM/CFM, uma aliquota de 50 uL de cada pogo, com concentracfes
maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio BHI Agar (bactérias) e Agar Sabouraud
Dextrose (levedura), e incubadas a 37°C por 24 horas. As CBM/CFM foram definidas como a

menor concentracdo que inibiu crescimento visivel no meio utilizado.

Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes.

2.4 Ensaio antiproliferativo

Foram utilizadas uma linhagem celular de queratinécitos humanos (HaCat) e seis
linhagens celulares tumorais humanas: NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia a
multiplos farmacos), 786-O (rim), NCI-H460 (pulmao), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (célon) e
K562 (medula 6ssea). As culturas foram realizadas em 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco-
BRL, Grand Island, NY, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-BRL,
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Grand Island, NY, USA), adicionando-se ainda uma mistura de penicilina: estreptomicina
(1000 U/mL:1000 mg/mL, ImL/L RPMI). As culturas foram inseridas em placas de 96 pocos
(100 ul/poco) e expostas ao extrato e fragdo ativa, diluidos em dimetilsulfoxido de sédio na
concentracdo de 0,1 g/mL (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), permanecendo por
24 horas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. A concentra¢do final de DMSO néo
afetou a viabilidade celular. Antes (placa To) e ap6s a adicdo da amostra (placa T1), as células
foram fixadas com acido tricloroacético a 50% e a proliferacdo celular determinada pela
quantificacéo espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteinas, utilizando sulforrodamina B.
Através da curva concentracdo-resposta para cada linhagem celular, a Glsp (concentragdo
necessaria do extrato bruto hidroalcoolico da Cnidoscolus quercifolius para que ocorra 50%
de inibicdo de crescimento) foi determinada por meio de analise de regressao nado-linear,

usando software Origin 8.0 (OriginLab Corporation).

3. RESULTADOS

Os valores da CIM e CBM/CFM para o extrato hidroalcodlico da Cnidoscolus
quercifolius frente aos microorganismos testados foi realizada de forma descritiva. Nenhum
microorganismo apresentou suscetibilidade ao extrato numa concentragdo de até 2000ug/mL
(Tabela 1).

Tabela 1: Concentragdes Inibitéria Minimas (CIM), Bactericida e Fungicida (CBM e CFM)

para o Extrato da Cnidoscolus quercifolius (folha) avaliado contra seis espécies de bactérias (ATCC) e
Candida albicans (ATCC).

Extrato hidroalcodlico
Microorganismos CIM CBM/CFM

(Hg/ml) (Hg/ml)
Candida albicans > 2000 -
Streptococcus mutans > 2000 > 2000
Streptococcus sanguis > 2000 > 2000
Enterococcus faecalis > 2000 > 2000
Pseudomonas aeruginosa > 2000 > 2000
Staphylococcus aureus > 2000 > 2000
Escherichia coli > 2000 > 2000
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Os resultados da atividade antiproliferativa do extrato, utilizando o controle positivo, a
doxorrubicina, estdo dispostos no grafico 1. Através do grafico é possivel verificar se a
substancia em questdo possui efeito citostatico (pontos da curva acima de zero), efeito
citocida (pontos da curva abaixo de zero) ou inibic¢do total do crescimento quando T=TO, ou

seja, a concentracdo que promove 100% de inibicédo celular (TGI- total growth inibition).

Gréfico 1: Curva concentragdo-resposta obtida com o extrato sobre as linhagens de células
tumorais Ovario (NCI-ADR/RES), Rim (786-0), Pulmao (NCI-H460), Ovério (OVCAR-3), Cdlon
(HT-29), Medula dssea (K562) e Pele (Hacat), na presenca do quimioterapico controle positivo, a
doxorrubicina. Glsy, inibicdo do crescimento de 50% das células, TGI, inibi¢do total do crescimento e
LCso, concentracdo necessaria para morte de 50% das células.
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Os resultados da atividade antiproliferativa dos extratos, utilizando o corante

Sulforrodamida B (SRB), estdo dispostos no grafico 2.

Gréfico 2: Curva concentracdo-resposta obtida com o extrato sobre as linhagens de células
tumorais Ovario (NCI-ADR/RES), Rim (786-0), Pulmdo (NCI-H460), Ovério (OVCAR-3), Cdlon
(HT-29), Medula 6ssea (K562) e Pele (Hacat), na presenca do corante Sulforrodamida B (SRB). Glsy,
inibicdo do crescimento celular em 50%.
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Observou-se que a Cnidoscolus quercifolius apresentou atividade citostatica
inespecifica, sendo capaz de inibir o crespcimento tumoral em uma concentracdo 154,4ug/mL
para a linhagem celular da Medula Ossea (K562), e GI50>250ug/mL para as demais
linhagens, ndo apresentando atividade antitumoral. Os valores Glsy estdo na tabela 2,
observando-se que a média (Mean Log Glsp) foi de 2,4pg/mL.

Tabela 2: Distribuicdo dos valores de inibicdo de crescimento celular em 50% (Gls) para a
Cnidoscolus quercifolius, testado em culturas de células tumorais humanas.

Cnidoscolus quercifolius

Linhagens celulares Glso (ug/mL)
Ovério (NCI-ADR/RES) >250
Rim (786-0) >250
Pulméo (NCI-H460) >250

Ovério (OVCAR-3) >250
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Colon (HT29) >250

Leucemia (K562) 154,4

Queratindcitos (HaCat) >250

Mean log Gls >2.4
4. DISCUSSAO

A Cnidoscolus quercifolius ¢ amplamente utilizada pela populacdo para diferentes
indicacBes terapéuticas™ °, no entanto, com base nos métodos utilizados, os resultados deste
estudo ndo fundamentam a sua utilizagdo como agente antimicrobiano e antitumoral, uma vez
que a CIM foi maior que 2000mg/mL para todas as espécies testadas, concentracdo esta

considerada fraca*?.

N&o existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratos de materiais vegetais
quando comparados com antibioticos padrdes. Alguns autores consideram somente resultados
similares aos de antibidticos conhecidos desde que se trabalhe com uma fracdo ja
determinada. Produtos que apresentem concentracdes inibitorias minimas até 0,5 mg/mL
possuem atividade antimicrobiana considerada forte; entre 0,5-1,0 mg/mL atividade
considerada moderada; e valores acima de 1,0 mg/mL fraca atividade'? . Para outros autores,
extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana em concentragdes superior a 500
pg/mL sdo considerados de fraca atividade, e assim de dificil aproveitamento farmacéutico no

tratamento de infecces bacterianas ou fingicas™.

Os resultados do ensaio antiproliferativo demonstraram que a Cnidoscolus quercifolius
ndo foi capaz de promover diminui¢cdo do crescimento celular para nenhuma linhagem
tumoral estudada, ndo podendo ser considerada como citostatica. E valido ressaltar, que a
avaliacdo do potencial bioativo de plantas é passivel de diversas interferéncias. Como por
exemplo, a utilizacdo de diferentes tipos e concentracdes de solventes pode induzir a extracdo

de diferentes compostos, apresentando diferentes resultados.

Para o resultado da atividade antiproliferativa a curva concentracdo-resposta é uma das
melhores formas de se visualizar a atividade antiproliferativa das amostras testadas.
Amostras-teste sdo consideradas ativas quando GI50 < 3,0 ug/mL'. O Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de triagem de drogas anticancer considera
forte atividade antineoplasica valores GI50 < a 4,0 pg/mL*®. Comparando-se os resultados do
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controle positivo doxorrubicina e das amostras-teste, no presente trabalho, os compostos
foram considerados inativos quando G150 > 4,0 pg/mL.

Na area odontoldgica, estudos séo realizados almejando-se conhecer quais beneficios
as plantas de maior uso popular podem oferecer contra as doencas odontolégicas®®, na sua
maioria, desencadeadas pelo acimulo do biofilme dentério, composto por uma microbiota
diversificada, altamente organizada e de elevado potencial patogénico e, muitas vezes,

resistente a agentes antimicrobianos como o Streptococcus mutans®.

Partindo do pressuposto que ha maior probabilidade de encontrar atividade biologica
em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas
aleatoriamente, resolveu-se avaliar a acdo antimicrobiana e antiproliferativa da Cnidoscolus
quercifolius. No primeiro caso, devido as indmeras patologias causadas pelas bactérias
presentes na cavidade oral, sobretudo de interesse odontoldgico. No segundo ponto, porque 0
cancer é uma das doencas que apresentam um elevado nivel de mortalidade e dor na

populacéo.

Extratos vegetais sdo produzidos como forma de isolamento de constituintes quimicos
a fim de se investigar a acdo farmacologica de substancias presentes nas plantas. Entre os
variados métodos descritos para a obtencdo de extratos, foi selecionada a preparagdo do
extrato hidroalcodlico, analogo as tinturas realizadas na cultura popular, onde se misturam as
partes ativas das plantas com bebidas alcodlicas'*. E possivel, que a utilizagdo de outros
métodos de obtencdo do extrato Cnidoscolus quercifolius produzam resultados diferentes dos

encontrados neste estudo.

A metodologia utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana de plantas é de suma
importancia’. O inéculo, meio de crescimento, tempo de leitura do teste e os
microorganismos sdo fatores que devem ser levados em consideracdo para haver
reprodutibilidade dos resultados™®. O método utilizado neste estudo foi a microdiluicdo em
caldo, bastante utilizado para testar suscetibilidade microbiana, e atualmente é o método de
escolha na determinacdo da CIM e da CBM dos compostos bioativos testados frente aos

microorganismos™®.

A metodologia mais utilizada para os testes de atividade antitumoral é a dos ensaios de
citotoxicidade, usando linhagens de células neoplasicas humanas. Através da atividade
antiproliferativa pode-se detectar a atividade antitumoral?®. Entre os varios métodos para a

realizacdo de ensaios de atividade antiproliferativa, existem diferentes tipos de ensaios
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colorimétricos que utilizam corantes como a sulforrodamina B (SRB), que cora proteinas
dentro das células®*, atuando como um indicador de crescimento por meio do aparecimento de
coloraco, cuja intensidade é diretamente proporcional ao nimero de células presentes®. O
teste da SRB € um método simples, sensivel, reprodutivel e rapido para avaliacdo da atividade

antiproliferativa®.

O modelo experimental para avaliar o potencial bioativo de plantas medicinais
apresenta diferentes variaveis, que vdo desde as condi¢cOes de cultivo, fase da coleta, parte da
planta estudada, preparacdo da formulagdo, administracdo, entre outros**. Diante desta
premissa, um resultado negativo de um efeito farmacoldgico em modelos experimentais ndo
garante sua ineficicia®®, devendo-se ter cautela ao pronunciar a auséncia de atividade

fitoterapica de ensaios realizados com plantas medicinais.

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, o extrato hidroalcodlico da folha da
Cnidoscolus quercifolius ndo apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
testados, nem potencial antiproliferativo sobre as linhagens de células tumorais. Diante disto,
0s achados ndo fundamentam a ampla utilizagdo desta planta pela populagdo, sendo
interessante a realizacdo de novos estudos que possam comprovar uma possivel eficacia de

sua utilizagéo.
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ANEXO — NORMAS DA REVISTA BRAZILIAN ORAL RESERACH

MISSAO, ESCOPO E POLITICA DE SUBMISSAO

A Brazilian Oral Research - BOR ¢ a publicacdo oficial da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontoldgica - SBPqO (Diviséo brasileira da "International Association for Dental Research
- IADR). A revista tem periodicidade bimestral, é revisada por pares (sistema duplo-cego), e
tem como missdo disseminar e promover o intercambio de informagGes sobre as diversas
areas as quais se dedica a pesquisa odontoldgica.

A BOR convida a submissao os seguintes tipos de artigos: Pesquisa Original (artigo completo
ou "Short Communication"), Revisdo Critica da Literatura, Revisdo Sistematica (e Meta-
Anadlise), além de Cartas ao Editor. Todas as submissdes deverao ser exclusivas a BOR.

A submissdo dos manuscritos, e de toda documentacdo relacionada, deve ser realizada
exclusivamente pelo link de submissdo online (http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-
scielo).

O processo de avaliacdo do manuscrito serd iniciado somente apds o atendimento integral a
todos os requisitos descritos nestas Instrucdes aos Autores. O manuscrito em desacordo com
estes requisitos seré devolvido ao autor de correspondéncia para adequacdes.

Importante: Apds ser aceito por seu mérito cientifico, todo manuscrito devera ser submetido a
uma revisao gramatical e estilistica do idioma inglés por uma das empresas listadas abaixo
(lista baseada na recomendacdo feita pelo "Journal of Dental Research” - JDR). Os autores
deverdo encaminhar o texto revisado juntamente com o certificado de revisdo fornecido pela
empresa de edicdo escolhida.

e Www.journalexperts.com - edicdo técnica e cientifica em geral

e www.biomeditor.com - edigdo técnica e cientifica em geral

e www.ic.com.br - edigdo técnica e cientifica em geral, expertise na area
odontolégica

e www.internationalscienceediting.com - edigdo técnica e cientifica em geral

e ncris.mart@uol.com.br (NCristina Martorana Tradugdes S/C Ltda.) - edigdo
linguistica (inglés)

e Www.sciencedocs.com - edicdo técnica e cientifica em geral

e www.scientific-editor.com - edigdo técnica e cientifica em geral

e www.writescienceright.com - edicdo técnica e cientifica em geral

APRESENTACAO DO MANUSCRITO

O texto do manuscrito deverd estar redigido em inglés e fornecido em arquivo digital
compativel com o programa "Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou RTF).

Todas as figuras deverdo ser fornecidas em arquivos separados e individuais.

Fotografias, micrografias e radiografias deverdo ser fornecidas em formato TIFF ou JPG.


http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo
http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.journalexperts.com
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.biomeditor.com
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.ic.com.br
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.internationalscienceediting.com
mailto:ncris.mart@uol.com.br
http://www.sciencedocs.com/
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.scientific-editor.com
http://www.scielo.br/revistas/bor/www.writescienceright.com

20

Gréaficos, desenhos, esquemas e demais ilustracdes vetoriais deverdo ser fornecidos em
formato PDF.

Na reproducao de documentacao clinica, deve-se evitar o uso de iniciais, nomes e numeros de
registro de pacientes. A identificacdo de pacientes ndo € permitida. Um termo de
consentimento esclarecido, assinado pelo paciente, quanto ao uso de sua imagem e
documentacdo odontoldgica devera ser fornecido pelo(s) autor(es) quando solicitado pela
BOR.

Ao reproduzir no manuscrito algum material previamente publicado (incluindo textos,
gréaficos, tabelas, figuras ou quaisquer outros materiais), a legislacdo cabivel de direitos
autorais devera ser respeitada e a fonte citada.

As secOes do manuscrito devem ser apresentadas observando-se as caracteristicas especificas
de cada tipo de manuscrito: folha de rosto, introducdo, metodologia, resultados, discusséo,
conclusdo, agradecimentos e referéncias.

Folha de rosto (dados obrigatérios)

e Indicacgdo da especialidade, ou area de pesquisa, enfocada no manuscrito.

e Titulo informativo e conciso, limitado a um maximo de 110 caracteres incluindo
espacos.

e Nomes e sobrenomes de todos os autores por extenso (os mesmos informados no
Termo de Transferéncia de Direitos Autorais e nas Declaragbes de
Responsabilidade), incluindo os respectivos numeros de telefone e enderegos de
Email. S3o permitidos, no maximo, 5 (cinco) autores. Quando esse numero for
excedido, a participacdo de cada um dos autores devera ser justificada por escrito
em folha separada (e fornecida num arquivo PDF), observando-se os critérios de
autoria e co-autoria adotados pelo "International Committee of Medical Journal
Editors", disponiveis em http://www.icmje.org/ethical lauthor.html.

e Dados de afiliacdo institucional/profissional de todos os autores, incluindo
departamento, faculdade e universidade (ou outra instituicao), além de cidade,
estado e pais, apresentados de acordo com as normas internas de citagdo
estabelecidas pela instituicdo de cada um dos autores. E permitida apenas uma
afiliacdo institucional/profissional por autor.

e Autor de correspondéncia, com endereco postal completo, nimero de telefone e
endereco de Email.

Texto Principal

Resumo: deve ser apresentado na forma de um paragrafo Unico ndo estruturado (sem sub-
divisbes em secdes), contendo proposi¢do do trabalho, metodologia, resultados e conclusdes.

Descritores: devem ser fornecidos de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais, escolhidos
dentre 0S descritores cadastrados em http://decs.bvs.br/ ou
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html (n&o serdo aceitos sinbnimos).

Introducdo: deve apresentar o estado da arte do assunto pesquisado, a relevancia do estudo e
sua relacdo com outros trabalhos publicados na mesma linha de pesquisa ou é&rea,
identificando suas limitagdes e possiveis vieses. O objetivo do estudo deve ser apresentado
concisamente ao final dessa secao.
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Metodologia: devem ser fornecidas todas as caracteristicas do material pertinente ao assunto
da pesquisa (ex.: amostras de tecido, pacientes ou populagdo). Os métodos experimentais,
analiticos e estatisticos devem ser descritos de forma concisa, porém suficientemente
detalhada para permitir que outros possam repetir o trabalho. Os dados de fabricantes ou
fornecedores de produtos, equipamentos, ou softwares devem ser explicitados na primeira
mencao feita no texto, como segue: nome do fabricante, cidade e pais. Os programas de
computador e métodos estatisticos também devem ser especificados. A menos que o0 objetivo
do trabalho seja comparar produtos ou sistemas especificos, 0s nomes comerciais de técnicas,
bem como de produtos ou equipamentos cientificos ou clinicos s6 devem ser citados nas
secOes de "Metodologia” e "Agradecimentos”, de acordo com o caso. No restante do
manuscrito, inclusive no titulo, devem ser utilizados 0os nomes genéricos. Nos manuscritos
que envolvam radiografias, microrradiografias ou imagens de MEV, devem ser incluidas as
seguintes informacdes: fonte de radiacdo, filtros e niveis de kV utilizados. Os manuscritos que
relatem estudos em humanos devem incluir comprovacdo de que a pesquisa foi conduzida
eticamente de acordo com a Declaracdo de Helsinki ("World Medical Association™). O
nimero de protocolo de aprovagdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser
citado. Ensaios clinicos devem ser relatados de acordo com o protocolo padronizado da
"CONSORT Statement”. O "CONSORT check-list" deve ser submetido juntamente com o
manuscrito e, quando solicitado pela BOR, deve conter comentarios analiticos sobre o ensaio
clinico realizado. Manuscritos que relatem a realizacdo de estudos em animais devem também
incluir comprovacdo de que a pesquisa foi conduzida de maneira ética, e 0 nimero de
protocolo de aprovagdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser citado. Caso a
pesquisa envolva um registro génico, antes da submissdo, as novas sequéncias genéticas
devem ser incluidas num banco de dados publico, e 0 nimero de acesso deve ser fornecido a
BOR. Os autores poderdo utilizar as seguintes bases de dados:

e GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit
e EMBL: http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
e DDBJ: http://www.ddbj.nig.ac.jp/

As submissdes de manuscritos que incluam dados de "microarray” devem incluir a
informagdo recomendada pelas diretrizes MIAME ("Minimum Information About a
Microarray Experiment" - http://www.mged.org/index.html) e/ou descrever, na forma de
itens, como os detalhes experimentais foram submetidos a uma das bases de dados
publicamente disponiveis, tais como:

e ArrayExpress: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
GEO: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Resultados: devem ser apresentados na mesma ordem em que o experimento foi realizado,
conforme descrito na secdo "Metodologia”. Os resultados mais significativos devem ser
descritos. Texto, tabelas e figuras ndo devem ser repetitivos. Os resultados significativos
devem vir acompanhados dos respectivos valores de p.

Tabelas: devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. Todas as tabelas
devem ser inseridas e citadas no texto principal. As legendas devem ser posicionadas no topo
das tabelas.

Discussdo: deve discutir os resultados do estudo em relacdo a hipotese de trabalho e a
literatura pertinente. Deve descrever as semelhangas e as diferengas do estudo em relacdo aos
outros estudos correlatos encontrados na literatura, e fornecer explicagdes para as possiveis
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diferencas encontradas. Deve também identificar as limitacdes do estudo e fazer sugestdes
para pesquisas futuras.

Conclus6es: devem ser apresentadas concisamente e estar estritamente fundamentadas nos
resultados obtidos na pesquisa. O detalhamento dos resultados, incluindo valores huméricos
etc., ndo deve ser repetido.

Agradecimentos: as contribui¢es de colegas (por assisténcia técnica, comentarios criticos
etc.) devem ser informadas, e qualquer vinculagéo de autores com firmas comerciais deve ser
revelada. Esta secdo deve descrever a(s) fonte(s) de financiamento da pesquisa, incluindo os
respectivos nimeros de processo.

Referéncias: s6 serdo aceitas como referéncias as publicacbes em periddicos revisados por
pares. Nao serdo aceitos como referéncias manuscritos em processo de redacao, dissertacdes,
teses, ou resumos apresentados em congressos. SO serdo aceitas as referéncias a livros mais
recentes.

As citagOes de referéncias devem ser identificadas no texto por meio de nimeros ardbicos
sobrescritos. A lista completa de referéncias deve vir apos a secdo de "Agradecimentos”, e as
referéncias devem ser numeradas e normalizadas de acordo com o Estilo Vancouver, em
conformidade com as diretrizes fornecidas pelo "International Committee of Medical Journal
Editors", conforme apresentadas nas "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). Os titulos de
periddicos devem ser abreviados de acordo com o "List of Journals Indexed in Index
Medicus" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/). A correta apresentacdo das referéncias
é de responsabilidade exclusiva dos autores.

Notas de rodapé no texto principal: devem ser indicadas por meio de asteriscos e restritas
ao minimo indispensavel.

Grafia de termos cientificos: nomes cientificos (binbmios de nomenclatura microbioldgica,
zoologica e botanica) devem ser escritos por extenso. Nomes de compostos e elementos
quimicos devem também ser escritos por extenso.

Unidades de medida: devem ser apresentadas de acordo com o Sistema Internacional de
Medidas (http://www.bipm.org ou
http://www.inmetro.gov.br/infotec/publicacoes/si_versao_final.pdf).

Figuras

Fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma largura minima de 10 cm, resolucéo
minima de 300 dpi, e devem ser fornecidas em formato TIFF ou JPG. Gréficos, desenhos,
esquemas e demais ilustragdes vetoriais devem ser fornecidos em formato PDF. Todas as
figuras devem ser submetidas, individualmente, em arquivos separados (ndo inseridas no
arquivo de texto). As figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arabicos,
e todas devem ser citadas no corpo do texto. As legendas das figuras devem ser inseridas
todas juntas no final do texto, apds as referéncias.

Importante: os autores que desejem publicar figuras coloridas devem manifestar sua intencao
por escrito no momento da submissdo do manuscrito. Nesse caso, 0s custos de reproducédo
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colorida serdo arcados pelo(s) autor(es). Caso contrario, todas as figuras serdo publicadas em
preto& branco na versdo impressa e em cores na versao online.

CARACTERISTICAS E FORMATAGAO DOS TIPOS DE MANUSCRITOS

Pesquisa Original

Artigos de pesquisa original devem ser limitados a 23.000 caracteres incluindo espagos
(considerando-se resumo, descritores, introducao, metodologia, resultados, discussao,
conclusdo, agradecimentos, tabelas, referéncias e legendas de figuras). Sera aceito um
maximo de 6 (seis) figuras e 30 (trinta) referéncias. O resumo deve conter, no maximo,
250 palavras.

Formatacgao - Arquivos de Texto

Folha de rosto - conforme descrito acima

Texto principal (23.000 caracteres incluindo espagos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducgdo - conforme descrito acima

Metodologia - conforme descrito acima

Resultados - conforme descrito acima

Discussao - conforme descrito acima

Conclusao - conforme descrito acima

Agradecimentos - conforme descrito acima

Tabelas - conforme descrito acima

Referéncias - maximo de 30 referéncias, conforme descrito acima
Legendas de figuras - conforme descrito acima

Formatacao - Arquivos de figuras
e Figuras - maximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima
"Short Communication”

"Short Communications" devem ser limitados a 10.000 caracteres incluindo espagos
(considerando-se resumo, descritores, introducao, metodologia, resultados, discussao,
conclusdo, agradecimentos, tabelas, referéncias e legendas de figuras). E permitido um
maximo de 2 (duas) figuras e 12 (doze) referéncias. O resumo deve conter, no maximo,
100 palavras.

Formatacgao - Arquivos de texto

Folha de rosto: conforme descrito acima

Texto principal (10.000 caracteres incluindo espagos)
Resumo - maximo de 100 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introdugdo - conforme descrito acima

Metodologia - conforme descrito acima

Resultados - conforme descrito acima

Discussao - conforme descrito acima

Conclusao - conforme descrito acima

Agradecimentos - conforme descrito acima

Tabelas - conforme descrito acima

Referéncias - maximo de 12 referéncias, conforme descrito acima
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e Legendas de figuras - conforme descrito acima
Formatacao - Arquivos de figuras

e Figuras - maximo de 2 (duas) figuras, conforme descrito acima
Revisao Critica de Literatura

Em geral, a submissdo desse tipo de manuscrito sera realizada a convite da Comissdo de
Publicagdo da BOR. Autores com expertise em assuntos especificos poderdao submeter
revisoes criticas, mas o aceite do manuscrito para a avaliagdo no processo de revisao por
pares da BOR ficara condicionado a aprovacao da Comissao de Publicacdo. Todos os
manuscritos, convidados ou submetidos espontaneamente, serdo submetidos a revisdo
por pares. Esse tipo de manuscrito deve ter um conteudo descritivo-discursivo, com foco
numa apresentacdo e discussdao abrangente de questdes cientificas importantes e
inovadoras, e ser limitado a 23.000 caracteres incluindo espacos (considerando-se
resumo, descritores, introducdo, metodologia, resultados, discussdo, conclusao,
agradecimentos, tabelas, referéncias e legendas de figuras). Incluir uma apresentacdo
clara do objeto cientifico de interesse, argumentacdo ldégica, uma analise critica
metodoldgica e tedrica dos estudos e uma conclusdo resumida. E permitido um maximo
de 50 referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 250 palavras. E permitido um
maximo de 6 (seis) figuras.

Formatacgao - Arquivos de texto

Folha de rosto - conforme descrito acima

Texto principal (23.000 caracteres incluindo espagos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducgdo - conforme descrito acima

Metodologia - conforme descrito acima

Resultados - conforme descrito acima

Discussao - conforme descrito acima

Conclusao - conforme descrito acima

Agradecimentos - conforme descrito acima

Tabelas - conforme descrito acima

Referéncias - maximo de 50 referéncias, conforme descrito acima
Legendas de figuras - conforme descrito acima

Formatacao - Arquivos de figuras
e Figuras - maximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima
Revisao Sistematica e Meta-Analise

Ao resumir os resultados de estudos originais, sejam eles quantitativos ou qualitativos,
esse tipo de manuscrito deve responder a uma questdo especifica, ser limitado a 23.000
caracteres, incluindo espagos, e seguir o estilo e formato Cochrane (www.cochrane.org).
O manuscrito deve informar detalhadamente como se deu o processo de busca e
recuperagao dos trabalhos originais, o critério de selegdao dos estudos incluidos na revisao
e fornecer um resumo dos resultados obtidos nos estudos revisados (com ou sem uma
abordagem de meta-analise). Ndo ha limite para a quantidade de referéncias. Tabelas e
figuras, caso sejam incluidas, devem apresentar as caracteristicas dos estudos revisados,
as intervengdes que foram comparadas e respectivos resultados, além dos estudos
excluidos da revisdo. Demais tabelas e figuras pertinentes a revisdo devem ser
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apresentadas como descrito anteriormente. O resumo deve conter, no maximo, 400
palavras.

Formatacao - Arquivos de texto

Folha de rosto - conforme descrito acima

[ ]

e Texto principal (23.000 caracteres incluindo espagos)

e Resumo - maximo de 400 palavras

e Formulagdo da pergunta - deve seguir as diretrizes descritas em
www.cochrane.org

e Localizagdo dos estudos - deve seguir as diretrizes descritas em

www.cochrane.org

e Avaliacdo critica - deve seguir as diretrizes descritas em www.cochrane.org

e Coleta de dados - deve seguir as diretrizes descritas em www.cochrane.org

e Andlise e apresentacdao dos dados - deve seguir as diretrizes descritas em
www.cochrane.org
Aprimoramento - deve seguir as diretrizes descritas em www.cochrane.org
Atualizacdo da revisao - deve seguir as diretrizes descritas em www.cochrane.org

e Referéncias - ndo ha limite para a quantidade de referéncias, conforme descrito
acima

e Tabelas - conforme descrito acima

Formatacao - Arquivos de figuras
e Figuras - ndo ha limite para a quantidade de figuras, conforme descrito acima
Carta ao Editor

Cartas devem incluir evidéncias que sustentem a opinido do(s) autor(es) sobre o
conteudo cientifico
ou editorial da BOR, e ser limitadas a 500 palavras. Figuras ou tabelas nao sao
permitidas.

TERMO DE TRANSFERENCIA DE DIREITOS AUTORAIS E DECLARACOES DE RESPONSABILIDADE

O manuscrito submetido para publicagdo deve ser acompanhado de um Termo de Transferéncia de
Direitos Autorais e Declaragdes de Responsabilidade, firmado por todos os autores, conforme o
modelo apresentado abaixo. A submissdo desse termo de transferéncia é obrigatdria, em formato

PDF, no sistema online.

TERMO DE TRANSFERENCIA DE DIREITOS AUTORAIS E DECLARACOES DE
RESPONSABILIDADE

A Comissao de Publicacio da Brazilian Oral Research (BOR)

Os autores [inserir os nomes e sobrenomes completos e sem abreviaturas de todos o0s autores]
(doravante denominados "Autores™) submetem o manuscrito original intitulado [inserir o
titulo do manuscrito] a Brazilian Oral Research - BOR, representada pela Comissdo de
Publicacéo do periodico, e atestam que 0 manuscrito ora submetido é original e ndo infringe
patente, marca registrada, direito autoral, segredo comercial ou quaisquer outros direitos
proprietarios de terceiros.
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Os Autores tambeém declaram que, exceto quando explicitamente informado, ndo tém
qualquer interesse financeiro ou acordo com qualquer entidade que possa ser percebido como
tendo influéncia sobre a objetividade do manuscrito, a ndo ser que tal
interesse financeiro ou acordo tenha sido revelado por escrito a BOR, em documento
separado e firmado por todos os Autores.

Os Autores declaram ainda que o estudo, cujos resultados estdo relatados no manuscrito, foi
realizado  observando-se as politicas, vigentes nas instituicbes as  quais
0s Autores estdo vinculados, relativas ao uso de humanos e/ou animais, e/ou material
derivado de humanos ou animais (Aprovacdo em Comité de Etica Institucional).

Os Autores concordam em indenizar a BOR e em eximi-la de quaisquer alegacdes, custos,
honorérios advocaticios, indenizagfes ou custos de licengas de utilizagdo incorridos pela BOR
em consequéncia de qualquer alegacdo, infracdo de direitos, ou ndo observancia das
determinagBes do Comité de Etica Institucional ocasionadas pela publicacdo, em todo ou em
parte, do Manuscrito.

Publicacéo: Brazilian Oral Research
Titulo do manuscrito: [inserir titulo completo do manuscrito]
Local e data: [inserir local e data]

Autores: [inserir nomes e sobrenomes completos e sem abreviaturas de todos os
autores]
Assinaturas: [inserir as assinaturas de todos os autores]

"CHECKLIST" PARA SUBMISSAO INICIAL

e Arquivo de folha de rosto (em formato DOC, DOCX ou RTF), contendo os nomes e
sobrenomes de todos os autores por extenso, respectivos nimeros de telefone e
enderecos de Email. O endereco postal completo do autor de correspondéncia
deve ser fornecido.

e Arquivo do texto principal (manuscrito), em formato DOC, DOCX ou RTF.

e Termo de transferéncia de direitos autorais e declaragcGes de responsabilidade, em
formato PDF.

e Declaragdo de interesses e de financiamento, se aplicavel, submetida em um
documento separado e em formato PDF.

e Justificativa para a participacdo de cada um dos autores, se aplicavel (mais de 5
autores), fornecida em um documento separado e em formato PDF.

e Fotografias, micrografias e radiografias (largura minima de 10 cm e resolucdo
minima de 300 dpi) em formato TIFF ou JPG.

e Graficos, desenhos, esquemas e demais ilustragdes vetoriais em formato PDF.

e Todas as figuras devem ser submetidas em arquivos separados e individuais (nao
inseridas no arquivo de texto).

e Declaragdo de interesse para a publicagdo de figuras, graficos e desenhos em
cores para a versao impressa, se aplicavel.
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