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ESTUDO BIOPROSPECTIVO DE PLANTAS COMERCIALIZADAS PARA FINS 

TERAPÊUTICOS EM MERCADOS PÚBLICOS DA REGIÃO NORDESTE DO BRASIL. 

Irwin Rose de Alencar Menezes. 

 

RESUMO 

 

Esse trabalho bioprospectivo com abordagem etnodirigida levou em consideração o 

conhecimento dos vendedores de plantas medicinais em uma região do Nordeste brasileiro 

conhecida como Triângulo Crajubar e objetivou realizar um levantamento das plantas 

comercializadas para fins terapêuticos nos mercados públicos da área estudada, selecionar 

espécies vegetais a partir do seu uso etnofarmacológico e realizar análises químicas, 

microbiológicas e parasitológicas. Foram aplicados aos vendedores de plantas nos mercados 

públicos, formulários que permitiram o cálculo da importância relativa das espécies e do fator 

de consenso dos informantes. Foram indicadas por estes, 91 espécies úteis terapeuticamente, 

distribuídas em 49 famílias botânicas e 89 gêneros. Treze espécies apresentaram grande 

versatilidade quanto ao seu uso. Foram obtidas 291 indicações de uso em 13 categorias de 

doenças. Com base nesses resultados, foram selecionadas as espécies botânicas Operculina 

hamiltonii, Cephaelis ipecacuanha e Lippia gracilis, que foram avaliadas nas etapas 

subsequentes, segundo o seu uso etnofarmacológico. A infusão de Operculina hamiltonii 

(IOh) e o decocto de Cephaelis ipecacuanha (DCi) tiveram seus compostos fenólicos e 

flavonóides quantificados por HPLC-DAD enquanto o óleo essencial de Lippia gracilis 

(OELG) teve a sua composição química analisada por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrofotometria de massas. A IOh foi submetida a ensaios de susceptibilidade epimastigota 

e promastigota in vitro e ensaios citotóxicos. Para a IOh, o DCi e o OELG foram 

determinadas as concentrações inibitórias mínimas em ensaio de microdilução em caldo; as 

soluções dos produtos naturais foram testadas em concentrações subinibitórias para avaliação 

da atividade moduladora da resistência aos antibióticos. Operculina hamiltonii apresentou 

uma elevada atividade leishmanicida e tripanossomicida, no entanto com citotoxicidade 

significativa. Operculina hamiltonii e a Cephaelis ipecacuanha não apresentaram atividade 

antibacteriana satisfatória, no entanto os testes de avaliação do potencial modulador 

demonstraram resultados relevantes com sinergismo observado em várias combinações dos 

antibióticos com os produtos naturais. O óleo essencial de Lippia gracilis teve a capacidade 

de modular a resistência bacteriana e pode ser utilizado como uma terapia coadjuvante contra 

microrganismos multirresistentes, o horário da coleta dessa espécie pode interferir na 

expressão do princípio ativo. 

 

Palavras-chave: etnofarmacologia, mercados públicos, plantas medicinais, comércio de 

plantas terapêuticas, Operculina hamiltonii, Cephaelis ipecacuanha, Lippia gracilis. 
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Bitu, Vanessa de Carvalho Nilo; Universidade Federal Rural de Pernambuco; August, 2015. 

BIOPROSPECTIVE STUDY OF PLANTS SOLD FOR THERAPEUTIC PURPOSES IN 

PUBLIC MARKETS IN NORTHEAST BRAZIL. Irwin Rose de Alencar Menezes. 

 

ABSTRACT 

 

This bioprospective study with an ethno-directed approach took into consideration the 

knowledge of vendors of medicinal plants in a region of Northeast Brazil known as Triângulo 

Crajubar. Our aim was to survey the plants sold for therapeutic purposes in public markets in 

the area studied, to select the plant species based on ethnopharmacological use and to analyze 

them for phytochemical composition and antibacterial and antiparasitic activities. Medicinal 

plant vendors were asked to fill out a questionnaire to determine the relative importance of the 

species and informant consensus factor. Ninety-one species were indicated as being 

therapeutically useful; they were distributed in 49 families and 89 genera. Thirteen species 

showed great versatility in their use. There were 291 indications of use in 13 disease 

categories. On the basis of these results, the plant species Operculina hamiltonii, Cephaelis 

ipecacuanha and Lippia gracilis were selected and evaluated as follows, according to their 

ethnopharmacological use. The infusion of O. hamiltonii (IOh) and decoction of C. 

ipecacuanha (DCi) were analyzed by HPLC-DAD, while the chemical composition of the 

essential oil of L. gracilis (OELG) was determined by gas chromatography coupled to mass 

spectrometry. IOh was tested in vitro for epimastigote and promastigote susceptibility and 

cytotoxicity. IOh, DCi and OELG were subjected to broth microdilution assays to determine 

the minimal inhibitory concentration against bacteria; solutions of the natural products were 

also tested at subinhibitory concentrations to evaluate them for antibiotic resistance-

modifying activity. O. hamiltonii showed high leishmanicidal and trypanosomicidal activities, 

but also substantial cytotoxicity. O. hamiltonii and C. ipecacuanha did not exhibit satisfactory 

antibacterial activity, but assays for modulatory potential demonstrated interesting results 

with synergism observed using various combinations of antibiotics and natural products. 

OELG was able to modulate bacterial  resistance  and could be used as a coadjuvant therapy 

against multidrug-resistant microrganisms. In addition, we found that the time of collection 

for this species can interfere with the expression of the active principle. 

 

Key words: public markets, medicinal plants, sale of therapeutic plants, Operculina 

hamiltonii, Cephaelis ipecacuanha, Lippia gracilis. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

As pesquisas na área da Bioprospecção dos Produtos Naturais envolvem métodos 

complexos e múltiplos objetivos, dentre eles, a descoberta e o desenvolvimento de novos 

agentes terapêuticos aos quais se chega a partir da confluência de diversas áreas do 

conhecimento (MENEZES et al., 2015). Estudos dessa natureza abrangem atividades 

multidisciplinares que englobam a localização, a avaliação e a exploração legal dos recursos 

naturais de uma dada região no sentido de encontrar substâncias que possam ser aplicadas em 

produtos farmacêuticos, após serem submetidas a ensaios microbiológicos, farmacológicos e 

toxicológicos que validem cientificamente o seu uso terapêutico (BOLOGA et al., 2013; 

PEREIRA et al., 2009; ENRÍQUEZ, 2005). 

As investigações etnobotânicas e etnofarmacológicas surgem nesse cenário como uma 

importante ferramenta para seleção de espécies vegetais com potencial terapêutico, as quais 

podem protagonizar avaliações experimentais de suas atividades biológicas em estudos 

bioprospectivos com abordagem etnodirigida, os quais levam em conta as indicações de uso 

das plantas medicinais por grupos populacionais específicos dentro de suas práticas 

terapêuticas (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).  

Os mercados públicos municipais são locais onde comumente se observa a 

comercialização de plantas para fins medicinais. Nesses locais, os vendedores que as 

comercializam formam um grupo populacional que apresenta conhecimentos empíricos sobre 

a utilização desses recursos naturais no tratamento de doenças que geralmente são prevalentes 

a nível local ou regional, funcionando como prescritores populares dentro de um sistema 

médico informal, aberto e dinâmico, no qual o conhecimento sobre indicações, modos de 

preparo e de uso, partes das plantas, quantidades utilizadas e outras informações são 

provenientes de diferentes fontes e repassadas de várias maneiras, demonstrando valores 

biológicos e também culturais de um povo (VAN ANDEL et al., 2006; MONTEIRO et al., 

2010; MELO et al., 2009; SANTOS et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2008; AMOROZO, 

1996). 

Dentre as importantes informações que podem ser obtidas a partir de levantamentos 

etnofarmacológicos em mercados públicos estão as que dizem respeito às espécies vegetais 

utilizadas no tratamento de doenças causadas por bactérias e parasitas. Paes e Silva (1999) 

chamam a atenção para o impacto social que as doenças infecciosas e parasitárias 

representam, uma vez que a sua gênese pode estar relacionada às condições de moradia, 

alimentação e higiene da população; sendo que em países em desenvolvimento, mesmo 
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quando reconhecida a relevância de parasitoses como tripanossomíase, leishmaniose, dengue 

e malária entre outras, estas permanecem negligenciadas apresentando indicadores 

preocupantes, baixo investimento em pesquisas de medicamentos e poucas ações que visem o 

seu controle (LEMOS e LIMA, 2002).  

Ao mesmo tempo, é urgente a necessidade de que surjam alternativas terapêuticas para 

tratar microrganismos que desenvolveram mecanismos de resistência aos antibióticos de uso 

clínico convencional, fato esse que impulsiona tanto estudos direcionados a descoberta de 

novas drogas (RIVERÓN et al., 2003) quanto pesquisas que associem a utilização de produtos 

derivados de plantas às principais classes de antibióticos no sentido de verificar a 

possibilidade de potencializar a ação antibiótica a partir dessa associação (BITU et al., 2014; 

FIGUEIREDO et al., 2013; VERAS et al., 2011).  

Nesse processo de desenvolvimento de um possível fármaco a partir de estudos 

bioprospectivos, faz-se necessário ainda a realização da prospecção química através da qual, 

identifica-se ou determina-se estruturalmente os metabólitos secundários presentes nas 

espécies vegetais que podem ser apontados como princípios ativos nas atividades biológicas 

(OMENA, 2007).  

Esse trabalho teve o objetivo de realizar um levantamento das plantas comercializadas 

para fins terapêuticos nos mercados públicos de uma região do Nordeste brasileiro, no sul do 

estado do Ceará, denominada Triângulo Crajubar, que engloba as cidades de Juazeiro do 

Norte, Crato e Barbalha. O local onde a pesquisa aconteceu apresenta características 

marcantes: intensa atividade comercial o que atrai pessoas das regiões circunvizinhas, a 

diversidade florística e faunística e a forte religiosidade em torno da figura do Padre Cicero 

Romão Batista. Os resultados obtidos nessa etapa inicial permitiram a seleção de espécies 

vegetais (Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples, Cephaelis ipecacuanha 

Rich. e Lippia gracillis Schauer) cujos usos populares foram avaliados para testar as 

atividades antiparasitária, antibacteriana e moduladora da atividade de antibióticos; os 

produtos naturais obtidos a partir dessas espécies foram submetidos à prospecção química. 

 

 

 

 

 

1.2 OBJETIVOS 
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1.2.1 Objetivo geral 

 

 Realizar estudos bioprospectivos utilizando plantas comercializadas para fins 

terapêuticos em mercados públicos da região Nordeste do Brasil. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

- Traçar o perfil sócio-demográfico dos vendedores de plantas medicinais nos mercados 

públicos do Triângulo Crajubar. 

- Identificar a partir do conhecimento dos vendedores, as famílias e as espécies 

botânicas de uso medicinal comercializadas nos mercados da região.. 

- Listar as doenças tratadas pelo uso das espécies botânicas comercializadas, o modo de 

preparo para cada indicação de uso e as partes das plantas indicadas para as práticas 

terapêuticas descritas pelos vendedores.  

- Selecionar espécies vegetais para estudos de atividade biológica a partir do cálculo do 

fator de consenso dos informantes e da importância relativa das espécies. 

- Avaliar a citotoxicidade e o potencial antiparasitário da infusão de Operculina 

hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples. 

- Avaliar as atividades antibacteriana e moduladora da ação de antibióticos da infusão 

de Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples e do decocto de Cephaelis 

ipecacuanha Rich. pelo método do contato direto, e dos óleos essenciais de Lippia gracilis 

Schauer pelos métodos do contato gasoso e contato direto. 

- Realizar a investigação fitoquímica dos produtos naturais avaliados, identificando os 

principais metabólitos secundários. 
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CAPITULO 2:  

REFERENCIAL TEÓRICO__________________________ 
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2.1 O comércio de plantas medicinais em mercados públicos 

 

Múltiplos são os fatores que contribuem para a ampla utilização das espécies botânicas 

terapeuticamente. O uso destas nas comunidades tradicionais pode ser atribuído à distância 

geográfica dos grandes centros urbanos, dificultando o acesso das pessoas aos sistemas 

médicos formais, à disponibilidade do recurso devido a grande biodiversidade da flora 

brasileira, ao valor comercial mais acessível das plantas em comparação aos medicamentos 

sintéticos e ao não reconhecimento pela população dos possíveis efeitos adversos (OMENA, 

2007; VEIGA-JUNIOR., 2005; COSTA et al., 2005; MACÍA et al., 2005). Veiga-Junior 

(2008) relata que essa utilização também acontece em classes sociais mais abastadas devido 

aos modismos de consumo, sendo buscadas nas plantas medicinais soluções para o 

emagrecimento, o aumento do desejo sexual e o controle da ansiedade. Plantas para fins 

medicinais são cultivadas em quintais ou facilmente obtidas em mercados e feiras livres, o 

que expande ainda mais o uso destas pela população (MONTEIRO et al., 2010; SANTOS et 

al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2007b; FUNARI e FERRO, 2005; ALVES e ROSA, 2005; 

MOREIRA et al., 2002; CHIVIAN, 2002).  

Os mercados públicos funcionam nos centros urbanos como espaços de convivência 

permitindo a socialização entre os comerciantes, os frequentadores habituais e os transeuntes 

esporádicos (BITU et al., 2015a; FERREIRA et al., 2012; MONTEIRO et al., 2010; MELO et 

al., 2009) e dessa forma, acabam por reproduzir em menor proporção a diversidade biológica 

e os hábitos culturais de uma determinada sociedade (ALBUQUERQUE et al., 2007a). Nesses 

locais, o comércio das plantas com finalidade terapêutica significa a obtenção de um lucro 

financeiro relevante, pois as espécies botânicas são largamente comercializadas para 

tratamento paliativo e curativo de diversas doenças (MACÍA et al., 2005; SHANLEY e LUZ, 

2003. 

Estudos etnofarmacológicos em mercados públicos demonstram os saberes empíricos 

que os vendedores de plantas para fins terapêuticos acumulam e transmitem ao longo dos anos 

de prática comercial, agindo como verdadeiros prescritores populares com base nos seus 

conhecimentos sobre indicações, modos de preparo e de uso, partes das plantas e quantidades 

utilizadas além de outras informações relevantes (SANTOS et al., 2009; SILVA e PEIXOTO, 

2009; LEITÃO et al., 2009), inclusive sendo possível observar consenso entre os vendedores 

de plantas medicinais no que diz respeito as espécies utilizadas para tratar os problemas de 

saúde (ALBUQUERQUE et al., 2008).  
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Informações obtidas a partir de entrevistas com vendedores condizem com relatos da 

literatura científica sobre indicações de plantas medicinais (USTULIN et al., 2009; 

CARNEIRO, 2009; TRESVENZOL et al., 2006), mesmo levando em consideração que esses 

vendedores apresentam baixos níveis de escolaridade (NEGRELLE et al., 2007). Trabalhos de 

Ustulin et al. (2009) demonstram que informações obtidas a partir de entrevistas com raizeiros 

sobre espécies utilizadas terapeuticamente no Mercado Público Municipal de Campo Grande 

coincidem aproximadamente em 50% com as indicações etnofarmacológicas presentes na 

literatura pertinente. Albuquerque et al. (2012) relatam que apesar da qualidade de informação 

estar associada ao tempo de atividade nesse ramo, os mercados podem ser locais de grande 

aprendizagem para os que estão iniciando na profissão. 

As relações que se estabelecem em torno desse comércio desempenham um papel 

social na troca de informações sobre o uso tradicional das ervas medicinais entre os diferentes 

grupos culturais e sociais a nível local (LEE et al., 2008). Nesse cenário, é perceptível que os 

levantamentos de natureza etnobotânica impedem que conhecimentos relevantes sejam 

perdidos por falta de registro adequado e conveniente, relatando de quais maneiras e como as 

pessoas e as plantas interagem em um determinado local (OLIVEIRA et al., 2010; 

HEINRICH 2000; LADIO e LOZADA 2004). Essas relações demonstram um sistema médico 

rico em informações que atravessam gerações resguardando os valores culturais e biológicos 

locais (BALDAUF, 2003; AMOROZO, 1996) e que por ser aberto e dinâmico, pode ser 

enriquecido pela adição de novas plantas, indicações e modos de uso destas pela população 

(ALBUQUERQUE et al., 2007b). Lima et al. (2011) relatam que a procura por novos itens 

pelos compradores habituais acaba por introduzir inovações nos estoques dos vendedores 

incrementando o repertório local de plantas medicinais; e em municípios que participam de 

rotas comerciais importantes dentro de uma região, o compartilhamento de informações sobre 

indicações e formas de uso das espécies vegetais pode significar maior possibilidade de 

transmissão do conhecimento popular. 

Van Andel et al. (2006) ao analisarem a procura de plantas consideradas terapêuticas 

em mercados de Gana, perceberam que as plantas medicinais são usadas para complementar 

ou substituir as práticas da medicina formal. No entanto Veiga Jr. (2008) alerta para o quanto 

a substituição dos alopáticos pela automedicação com plantas medicinais pode ser perigosa 

para a saúde; outros autores mostram ainda a modificação da atividade de alguns antibióticos 

quando utilizados concomitantemente com plantas e seus derivados (MATIAS et al., 2013; 

NASCIMENTO et al., 2005; BITU et al., 2014). 
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Em levantamentos etnobotânicos realizados em mercados e feiras livres, esse recurso 

natural é associado ao tratamento de distúrbios em vários sistemas corporais de acordo com as 

atividades biológicas atribuídas à determinada espécie pela população local, como a atividade 

analgésica, anti-inflamatória, antibacteriana, antifúngica, cicatrizante, antipirética, diurética, 

antidepressiva, anorexígenas, anti-hiperlipidêmicas, dentre outras (MONTEIRO et al., 2011; 

MATI e BOER, 2010; MACÍA et al., 2005; ALMEIDA E ALBUQUERQUE, 2002), 

refletindo as preocupações de saúde de um local e a importância das práticas de medicina 

tradicional entre os seus habitantes (VAN ANDEL et al., 2006). Por isso, informações 

oriundas desses estudos podem subsidiar pesquisas bioprospectivas que contribuam para a 

descoberta de novos fármacos de interesse médico (GONÇALVES et al., 2005; SILVA, 

2003).  

Diferentes partes do vegetal são aproveitadas pela população no atendimento de suas 

necessidades de saúde, por isso são amplamente citadas em trabalhos etnobotânicos realizados 

em mercados e feiras livres a comercialização de folhas, frutos, cascas, flores, raízes, 

sementes, bem como resinas, látex e óleos essenciais (KHAN et al.,2013; AMIRI e 

JOHARCHI, 2013; LUKELAL et al., 2013 ). A escolha da parte da planta utilizada no 

preparo é influenciada pela disponibilidade que varia conforme o período do ano ou pela 

facilidade de obtenção e armazenamento (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002). Dessa 

forma nos mercados são expostas para venda, partes de plantas na forma fresca e seca e ainda 

produtos delas derivados em diferentes estados de estocagem e muitas vezes, sem garantia de 

qualidade ou efeito comprovado (LIMA et al., 2011; VEIGA-JUNIOR., 2008; MELO et al., 

2009), o que pode representar um risco potencial para a saúde dos usuários pois podem estar 

contaminadas por fungos e/ou outros microorganismos ( USTULIN et al., 2009; ALVES et 

al., 2000),  ou mesmo por metais pesados (HARRIS et al., 2011). Nesse sentido, LIMA et al. 

(2011) sugerem que as feiras e os mercados públicos sejam incluídos nas ações 

governamentais sobre políticas de saúde por serem locais onde é possível a comercialização 

de recursos naturais com finalidade terapêutica. 

A aceitação dessas práticas médicas tradicionais provoca um incremento nas vendas 

de recursos biológicos causando uma pressão extrativista sobre as espécies vegetais, com o 

agravante de algumas técnicas de coleta serem agressivas e a casca do caule ser intensamente 

procurada (ALMEIDA e ALBUQUERQUE, 2002). Paralelo a isso, uma situação 

preocupante, demostrada por LIMA et al. (2011), é o incremento na chegada de cascas de 

plantas ao mercado no período de seca e a procura por raízes podendo prejudicar a 

sobrevivência da planta e prejudicar a conservação das espécies mais comercializadas. 
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BRANDÃO et al. (2013) observaram que algumas cascas e raízes de plantas são coletadas e 

comercializadas em substituição a outras que foram extintas, correndo o mesmo risco de 

desaparecimento e muitas vezes sem apresentar efeito comprovado, o que pode gerar 

problemas de saúde pública. 

O comércio de plantas com finalidade terapêutica requer medidas de monitoramento 

que busquem o equilíbrio entre a sustentabilidade dos recursos naturais e os benefícios 

econômicos associados a essa atividade, levando ainda em consideração a realidade local dos 

comerciantes e a dimensão cultural associada ao uso medicinal das espécies (ALVES et al., 

2000). O reconhecimento dos produtos medicinais de origem florestal comercializados em 

mercados públicos fornece informações úteis para futuras investigações sobre a conservação 

das espécies vegetais comercializadas, pois demonstra as espécies importantes no comércio 

regional e local e de que forma o homem está interagindo com os recursos naturais 

disponíveis (LIMA et al., 2011; MONTEIRO et al. 2010; MELO at al., 2009; 

ALBUQUERQUE et al., 2007a). Um exemplo dado por Monteiro et al. (2011) é o de espécies 

cujo valor comercial vem aumentando ou que se tornaram difíceis de serem encontradas na 

região; isto pode significar que as suas reservas estejam próximas à exaustão (MONTEIRO et 

al., 2010). 

 

2.2  Bioprospecção de Produtos Naturais de Origem Vegetal 

  

 A Bioprospecção é o método que engloba a localização, avaliação e exploração 

sistemática e legal da biodiversidade de um determinado local objetivando-se encontrar 

recursos genéticos e bioquímicos para diversos fins (ENRÍQUEZ, 2005). As atividades nesta 

área são complexas, multidisciplinares e relevantes em diversos setores econômicos como o 

farmacêutico, o cosmético, o agrícola e o alimentício (PEREIRA et al., 2009). 

 Nas últimas décadas, as pesquisas na área da Bioprospecção de Produtos Naturais vêm 

sendo direcionadas à validação científica ou descobrimento de substâncias que possam 

resultar em produtos farmacêuticos inéditos, a partir da observação de suas atividades pelos 

métodos microbiológicos, farmacológicos e toxicológicos conhecidos (MENEZES et al., 

2015; MATIAS et al, 2013; BITU et al., 2012; COUTINHO et al., 2008). No entanto, as 

informações que levam à descoberta de novos fármacos de interesse médico podem ser mais 

efetivas, quando direcionadas a partir das práticas terapêuticas descritas em pesquisas 

etnodirigidas (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).  
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 Albuquerque e Hanazaki (2006) descrevem a abordagem etnodirigida em estudos 

bioprospectivos como estratégia de investigação da ação terapêutica das plantas medicinais a 

partir do conhecimento e da utilização desses recursos naturais por grupos sociais específicos.  

O advento da química farmacêutica fez com que os recursos provenientes da 

biodiversidade fossem explorados de forma cada vez mais intensa, estando os produtos 

naturais envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas no início do século 

XXI (HOSTETTMANN et al., 2003). A principal estratégia para investigar o uso dessas 

substâncias envolve a combinação entre a utilização popular das mesmas com pesquisas 

laboratoriais científicas que envolvam a composição, as atividades e a toxicidade dos produtos 

naturais, e que tenham como objetivos atender a demanda das indústrias farmacêuticas ávidas 

por encontrar novas substâncias terapêuticas e corresponder às necessidades do mercado 

consumidor onde se observa o surgimento de patógenos cada vez mais resistentes aos 

antibióticos disponíveis (PACKER e LUZ, 2007). Para Costa et al. (2005) é interessante que 

essas pesquisas levem ao desenvolvimento de substâncias que sejam de baixa toxicidade, 

baixo custo e fácil acesso pelas comunidades carentes. 

Para que seja desenvolvido um fitofármaco a partir de investigações bioprospectivas e 

haja a sua prescrição pelo profissional de saúde competente é necessário que haja rigoroso 

estudo científico com a utilização de protocolos rígidos aceitos internacionalmente; a 

segurança e a eficácia do produto são confirmadas após a realização dos testes pré-clínicos, 

das análises envolvendo toxicidade aguda e crônica, e dos testes clínicos (CALIXTO, 2000). 

No entanto, muitos trabalhos de bioprospecção com abordagem etnodirigida param em uma 

etapa inicial e não prosseguem para outras fases a ponto de serem testados clinicamente, 

deixando uma grande lacuna no conhecimento (IBRAHIM et al., 2014).  

 

2.2.1  Prospecção Química  

  

 É relevante que as plantas incorporadas à cultura popular pelas suas atividades 

biológicas não sejam apenas listadas em levantamentos etnobotânicos, mas que sejam 

reconhecidas as formas como estas são utilizadas e as quantidades necessárias em cada 

preparo, certificando-se da sua baixa toxicidade e da garantia de que o princípio ativo esteja 

presente em proporções suficientes para demonstrar a sua eficácia (ELDIN e DUNFORD, 

2001; VEIGA-JUNIOR, 2008). Diversas são as pesquisas que buscam identificar e quantificar 

o componente químico presente nas espécies vegetais que possa ser apontado como princípio 

ativo nas atividades biológicas (BITU et al., 2012; JARDIM, SILVA e COSTA-NETO, 
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2005). Os princípios ativos são geralmente substâncias provenientes do metabolismo 

secundário dos (GONÇALVES et. al., 2005; SILVA, 2003). 

 O metabolismo primário das plantas é responsável pela produção de celulose, lignina, 

proteínas, lipídios, açúcares e outras substâncias que realizam suas principais funções vitais, 

no entanto os vegetais também apresentam o chamado metabolismo secundário, do qual 

resultam substâncias, às vezes produzidas em pequenas quantidades, como: alcalóides, 

esteróides, terpenóides, flavonóides, lignóides e derivados de fenilpropanóides (ALVES et al., 

2000). Ríos e Recio (2005) demonstram que a atividade antimicrobiana dos extratos de 

plantas, óleos essenciais e dos compostos isolados está relacionado com a presença dessas 

substâncias. Cushnie e Lamb (2005) correlacionam a estrutura dos flavonóides à sua atividade 

antibacteriana, de modo a reconhecer que a atividade da quercetina é decorrente da inibição 

da DNA- girase, enquanto a sophoraflavona G e a galato-epigalocatequina inibem a função da 

membrana citoplasmática e a licochalconas A e C inibem o metabolismo energético da célula. 

 Esses compostos ativos são biossintetizados a partir de metabólitos primários e 

apresentam distribuição restrita a certas plantas ou microrganismos, sendo que muitas vezes a 

síntese desses compostos é específica de um dado gênero ou espécie (ALVES et al., 2000). 

Leonard e Viljoen (2015) atribuem aos sesquiterpenóides as atividades biológicas citadas para 

o gênero Warburgia, representado por plantas medicinais encontradas exclusivamente no 

continente africano, onde são utilizadas como antibióticos naturais contra bactérias, fungos e 

protozoários.  

 A atividade biológica de uma dada espécie vegetal geralmente é atribuída aos 

componentes majoritários presentes nos óleos ou extratos vegetais; por exemplo, a 

reconhecida atividade antimicrobiana de espécies do gênero Lippia é decorrente da presença 

de componentes majoritários como timol e carvacol (BITU et al., 2012; PESSOA et al., 2005; 

SILVA et al., 2008); no entanto Kpoviessi et al. (2014) aponta os componentes minoritários 

do óleo essencial  de Ocimum gratissimum Linn., no caso o mirceno, a citronela e o limoneno, 

como os responsáveis pela atividade atividade tripanossomicida característica dessa espécie.  

Diversos autores demonstram que a produção dos metabólitos secundários pode ser 

influenciada por fatores como altitude, poluição atmosférica, disponibilidade hídrica, radiação 

ultravioleta, horário e época de coleta, condições climáticas e de solo, localização geográfica 

e ciclo vegetativo da espécie; percebe-se ainda que a atividade do metabólito presente no 

produto depende do processo de sua obtenção e das condições de secagem e estocagem 

(GOBBO-NETO e LOPES, 2007; BITU et al., 2015; NEVES et al., 2007; ANDRADE e 

GOMES, 2003; AKROUT et al., 2003).  
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Em estudos de prospecção fitoquímica, é interessante quantificar os componentes 

levando em conta diferentes aspectos que permitam análises comparativas do teor de 

constituintes e da atividade observada, assim como fez Kpoviessi et al. (2014). Seu estudo 

envolveu a utilização da Ocimum gratissimum Linn, que na medicina popular está vinculada 

ao tratamento de infecções parasitárias e permitiu averiguar a parte da planta que possui as 

melhores propriedades antiparasitárias. Para isso, utilizaram óleos e extratos de folhas, caules 

e sementes, sendo possível observar que a atividade varia de acordo com a fase vegetativa e 

com a parte da planta utilizada, pois os extratos etanólicos obtidos de folhas e sementes em 

fase de floração completa demonstraram ser uma boa fonte de agentes tripanossomicidas.  

Bitu et al. (2012) comparam os componentes presentes nos óleos essenciais das folhas 

frescas e secas de Lippia gracillis Schauer, onde o teor de timol e carvacrol foi 

significativamente maior no óleo extraído de folhas frescas, demonstrando que o processo de 

secagem influencia a fitoquímica do produto e consequentemente a atividade biológica 

esperada. 

 

2.2.2 Atividades antibacteriana e moduladora da atividade de antibióticos  

 

 Os antibióticos correspondem a uma classe de fármacos comumente utilizada em 

hospitais e comunidades. O seu uso é de importância coletiva, pois impactam não apenas o 

indivíduo que o utiliza, mas todo o ambiente por alterar a ecologia microbiana, portanto o seu 

uso deve ser feito sempre de forma racional. Para que o antibiótico realize a sua função é 

necessário que atinja concentração ideal no local de infecção, seja capaz de atravessar a 

parede celular, apresente afinidade pelo sítio de ligação no interior da bactéria e permaneça 

por tempo suficiente para exercer seu efeito inibitório (CAUMO et al., 2010; OLIVEIRA e 

SILVA, 2008).  

O uso irracional dos antibióticos tem contribuído para que os microrganismos 

desenvolvam perfis de resistência. As bactérias podem desenvolver resistência ao uso de 

antibióticos devido à inativação destes por atividade enzimática, por modificações 

moleculares que impedem a ligação da droga ao seu sítio específico ou ainda por alterações na 

permeabilidade da parede bacteriana com modificação dos canais de entrada; esses três 

mecanismos podem ocorrer ainda de forma simultânea (DAZA, 1998, RIVERÓN et al., 

2003). 

  García (2003) aponta para as complexas causas da resistência dos microrganismos aos 

antibióticos: o uso abusivo de agentes antimicrobianos, o enfraquecimento dos programas que 
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visem o controle de infecções, o aumento do uso de dispositivos e os procedimentos médicos 

invasivos. As consequências disso são o insucesso da terapia, o aumento dos índices de 

morbidade e mortalidade e o incremento dos custos crescentes de assistência médica. 

Os mecanismos de resistência desenvolvidos por microrganismos frente aos 

antibióticos utilizados clinicamente geraram um problema de consequências imprevisíveis na 

saúde pública mundial e alertaram a comunidade científica para o fato de que a descoberta de 

novas drogas não está acompanhando a velocidade com que surgem microrganismos 

resistentes aos medicamentos de uso clínico convencional (RIVERÓN et al., 2003). Essa 

situação tem impulsionado muitos países a identificar quais os problemas mais sérios 

relacionados à resistência e qual o seu impacto na saúde coletiva com o intuito de direcionar 

pesquisas posteriores voltadas para a descoberta de novas alternativas terapêuticas 

(RIVERÓN et al., 2003; COMEGNA et al., 2000; BENAVIDES-PLASCENCIA et al., 2005). 

São muitos os trabalhos de prospecção biológica com o objetivo de validar 

cientificamente o conhecimento popular sobre a atividade antibacteriana de produtos naturais 

derivados de plantas. Esses estudos são impulsionados principalmente pela necessidade atual 

de encontrar novas alternativas terapêuticas devido ao desenvolvimento dos mecanismos de 

resistência bacteriana à ação dos antibióticos já existentes (SHARIFI-RAD et al. , 2015; 

FOURNOMITI et al., 2015; MUHAISEN et al., 2015). 

 Em avaliações que buscam possíveis agentes antimicrobianos com base nas indicações 

de uso popular das espécies vegetais, Ríos e Recio (2005) estabelecem algumas etapas de 

importância fundamental como: detectar-se a atividade antimicrobiana em relação à parte da 

planta, concentrar-se na flora natural de uma região ou país específico e testar a atividade de 

uma planta contra um princípio patológico ou um microrganismo concreto. É necessário ainda 

que sejam definidos parâmetros como material vegetal, técnicas empregadas, meio de 

crescimento e microrganismos testados. 

  Outra linha de pesquisa que surge nesse contexto é a que associa a utilização dos 

produtos naturais às principais classes de antibióticos, observando se há efeito modulador da 

ação antibiótica decorrente dessa associação (AGUIAR et al., 2015; LAVOR et al., 2014; 

FIGUEREDO et al., 2013; VERAS et al., 2011).  

 

2.2.3 Atividade antiparasitária de espécies vegetais em estudos bioprospectivos  
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 As doenças parasitárias ocupam um papel relevante entre as principais causas de morte 

no Brasil e no mundo e apresentam relevância devido ao seu impacto social, pois geralmente 

estão relacionadas às condições de moradia, alimentação e higiene, explicitando as condições 

socioeconômicas de uma população (PAES e SILVA, 1999). Lemos e Lima (2002) 

descrevem a relevância de doenças dessa natureza no cenário mundial, mas cita várias que são 

negligenciadas quanto ao seu controle como cólera, leishmaniose, febre amarela, parasitoses 

intestinais, malária, esquistossomose, tripanossomíase e a dengue. 

Nas regiões geográficas onde essas patologias são mais prevalentes, geralmente as 

comunidades locais conhecem um vasto repertório de plantas que podem ser usadas 

terapeuticamente (IBRAHIM et al., 2014), impulsionando diversas pesquisas de natureza 

bioprospectiva com o objetivo de descobrir substâncias oriundas do metabolismo vegetal que 

possam apresentar atividade antiparasitária (RIBEIRO et al., 2015; ANOSA et al.,2014; 

KPOVIESSI et al., 2014). 

 As indicações populares de uso da Stryphnodendron obovatum Benth. para tratar 

doenças causadas por protozoários levaram Ribeiro et al. (2015) a validar cientificamente a 

atividade dos compostos presentes na sua casca como terapêutica alternativa para o 

tratamento de Leishmania amazonensis (Ribeiro et al., 2015). A espécie Cephaelis 

ipecacuanha Rich., utilizada popularmente como antidiarréica, teve a sua atividade 

antiparasitária reconhecida por Lee (2008) contra Entamoeba histolytica. Anosa et al. (2014) 

analisaram extratos etanólicos da entrecasca da Enantia polycarpa (PC) Engl. Et Diels 

(Annonaceae), usada tradicionalmente no sul da Nigéria no tratamento da malária, seus 

resultados validam cientificamente a indicação etnofarmacológica e demonstram ser seguro o 

uso dessa planta oralmente. Santos et al. (2012) apresentam a Eugenia uniflora L. como 

planta promissora no desenvolvimento de uma medicação que trate a tripanossomíase. 

Algumas buscas por agentes antiparasitários voltam-se sobre um gênero de plantas. 

Kpoviessi et al. (2014) demostraram que espécies do gênero Cymbopogon são grandes fontes 

de agentes antitripanossômicos e antiplasmódicos. Espécies do gênero Operculina são citadas 

em estudo etnobotânicos como recurso terapêutico no tratamento de doenças parasitárias 

(CARVALHO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2007; MARTINS et al., 2000). Silva et al. 

(2010) mostrou que a Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples foi eficaz no 

controle de parasitas gastrointestinais de caprinos naturalmente infectados no sertão semi-

árido do Brasil. 

Apesar de muitos trabalhos já terem sido realizados, vários autores relatam a 

necessidade de aprofundar a busca por plantas que possam apresentar potencial contra 



30 
 

parasitas. Morais- Braga et al.(2013) demonstraram a atividade antiparasitária da Lygodium 

venustum SW., por ser essa a primeira espécie da família Lydodiaceae a ter a sua atividade 

antiparasitária validada cientificamente, esses autores sugerem que outros estudos sejam 

realizados nesse sentido com outras espécies da mesma família. 

Traore et al. (2013) realizaram um levantamento etnofarmacológico em Guiné com o 

intuito de recolher informações sobre remédios a base de plantas usados popularmente no 

tratamento da malária; esse estudo demonstrou que os curandeiros locais apresentam um 

grande repertório de plantas antimaláricas, no entanto ficou evidente a necessidade de novas  

análises que abordem a atividade antimalárica de diferentes espécies comparativamente 

validando cientificamente essas informações. Ibrahim et al. (2014), a partir de uma revisão 

sistemática da literatura, listam vários compostos obtidos a partir de plantas medicinais 

africanas com atividade tripanossomicida e relatam que para a maioria delas ainda não 

existem estudos clínicos comprobatórios.  
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CAPITULO 3:  

METODOLOGIAS___________________________________ 
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3.1 Levantamento etnofarmacológico 

 

 3.1.1 Localização e caracterização da área de estudo 

 

O Cariri cearense engloba outras seis cidades, além do Crato (latitude -7
o
14’03”N, 

longitude -39o24’34” W), Juazeiro do Norte (latitude -7
o
12’47”N, longitude -39

o
18’55” W) e 

Barbalha (latitude -7
o
18’40” N, longitude -39

o
18’15”W), sendo que esses três municípios 

citados são os mais importantes do ponto de vista econômico e cultural. Pela proximidade 

territorial, Crato, Juazeiro do Norte e Barbalha sofreram um processo de conurbação 

formando uma área denominada Triângulo Crajubar, onde as atividades terciárias, formadas 

pelo comércio e serviços, são predominantes e sempre exerceram forte atração e influência 

sobre os centros locais circunvizinhos (OLIVEIRA, 2012). A região é considerada um polo 

cultural no estado, apresentando diversas manifestações artísticas entre as quais se destacam 

as danças folclóricas, as esculturas, as pinturas e as xilogravuras, as cantorias e a literatura de 

cordel que acontecem muitas vezes nos espaços públicos dos mercados. Outra característica 

local é a forte religiosidade em torno da figura do Padre Cícero Romão Batista, o que atrai 

milhares de turistas em datas anuais específicas (AUGUSTO e GÓES, 2007). 

Os mercados públicos registrados nos órgãos oficiais das cidades do Triângulo 

Crajubar, são em número de oito, distribuídos da seguinte forma: um mercado na cidade de 

Barbalha (Mercado Municipal de Barbalha), cinco em Juazeiro do Norte (Centro de 

Abastecimento Dr. Mozart Cardoso de Alencar, Centro de Abastecimento Raimundo Viana, 

Centro de Abastecimento José Teófilo Machado, Mercado Governador Gonzaga Mota, 

Mercado Governador Adauto Bezerra) e dois no Crato (Centro de Abastecimento Walter 

Peixoto e Mercado Wilson Oriz). O levantamento etnofarmacológico do presente estudo foi 

realizado em seis dos mercados do Triângulo Crajubar; o Centro de Abastecimento Raimundo 

Viana e Mercado Wilson Oriz foram excluídos porque neles não havia comercialização de 

plantas para fins terapêuticos no período da coleta de informações.  

 

3.1.2 Procedimentos de coleta de dados 

 

A amostragem foi não aleatória-intencional, sendo pré-definidos como informantes os 

vendedores de plantas medicinais encontrados nos mercados públicos da área em estudo no 

período de março de 2012 a junho de 2014 (ALBUQUERQUE e LUCENA, 2004).  
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Após a obtenção do termo de anuência nas Secretarias Municipais, realizamos visitas 

preliminares aos mercados para conhecimento dos espaços e estabelecimento de contato com 

os possíveis entrevistados. Nessas primeiras visitas, fomos acompanhados sempre pelos 

administradores ou gerentes locais para estabelecimento de uma relação de confiança entre 

pesquisadores e participantes. A partir disso, os vendedores foram convidados a participar da 

pesquisa como informantes. Eles foram informados e esclarecidos previamente sobre os 

objetivos do estudo e o aceite foi dado mediante a assinatura de um Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido, conforme exigência do Comitê de Ética em Pesquisa (Resolução Nº 292, 

de 08/07/1999). O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade Leão Sampaio (FALS), conforme parecer 

477.828. 

As informações foram coletadas através de entrevistas semiestruturadas. Foi utilizado 

um formulário através do qual foram levantados dados referentes à parte da planta utilizada, 

modo de preparo, quantidade necessária, indicações de uso e efeitos adversos conhecidos 

(AMOROZO e VIERTLER, 2010, ALBUQUERQUE et al., 2007b). 

As espécies citadas foram fotografadas nos mercados e registradas pelo seu nome 

vulgar de acordo com a fala dos entrevistados. Foram confeccionadas as excicatas de plantas 

coletadas com a ajuda de dois vendedores, também coletores seguindo a técnica convencional 

(MORI et al., 1989). Para complementar este procedimento, amostras e fotografias das plantas 

que não puderam ser coletadas foram identificadas e comparadas com materiais depositados 

em herbários (ALBUQUERQUE et al., 2010). 

 

3.1.3 Análise dos dados  

 

Para a análise dos dados, foram utilizadas técnicas descritas na literatura e comumente 

utilizadas em trabalhos da área para cálculo do fator de consenso do informante (FCI) e da 

importância relativa (IR) (TROTER e LOGAN, 1986; BENNET e PRANCE, 2000).  

O FCI é utilizado para identificar os sistemas corporais que apresentam maior 

destaque local. Na categoria “uso medicinal” cada sistema é uma subcategoria e o valor 

máximo que cada uma pode atingir é 1 o que significa que quanto mais próximo da unidade 

for o valor obtido, maior a concordância entre os informantes (ALBUQUERQUE et al., 

2010). Esse índice é obtido pelo uso da fórmula: 

FCI= (nur – nt) / (nur – 1); onde nur corresponde ao número de citações de uso em 

cada sub-categoria e nt é o número de espécies vegetais utilizadas nesta categoria. 
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O cálculo da IR aponta para as plantas mais versáteis que são aquelas com maior 

número de indicações terapêuticas ou que pertençam a mais sistemas corporais. O valor 

máximo que uma espécie pode obter é 2, e o cálculo é feito a partir da fórmula: 

 IR= NSP+NP; onde NSP é o número de sistemas corporais tratados por uma 

determinada espécie sobre o número total de sistemas tratados pela espécie mais versátil, 

enquanto NP corresponde ao número de propriedades atribuídas para uma determinada 

espécie sobre o número total de propriedades atribuídas à espécie mais versátil 

(ALBUQUERQUE et al., 2010). 

 

3.2 Análises químicas 

 

3.2.1 Coleta do material vegetal  

 

As espécies vegetais C. ipecacuanha, O. hamiltonii,  e L. gracilis foram coletadas 

respectivamente nas cidades de Patos-Paraíba, Serrita- Pernambuco e Crato- Ceará. As 

exsicatas foram depositadas respectivamente nos herbários Geraldo Mariz da Universidade 

Federal de Pernambuco (no. 35844) e herbário Caririense Dárdaro de Andrade Lima da 

Universidade Regional do Cariri – URCA (no. 4022 e no. 44.456). As folhas de L. gracillis 

foram coletadas em quatro diferentes horários do dia (7:00, 10:00, 13:00 e 16:00 horas), sendo 

parte das folhas submetida à desidratação.  

 

3.2.2 Obtenção dos produtos naturais 

 

O tubérculo da O. hamiltonii e as raízes da C. ipecacuanha foram triturados e 

submetidos respectivamente à infusão e à decocção, seguindo o protocolo da Farmacopéia 

Brasileira (2010) quanto à proporção de material vegetal e quantidade de água bem como ao 

tempo de abafamento. Posteriormente os materiais obtidos, infusão de O. hamiltonii (IOh) e  

decocto de C. ipecacuanha (DCi), foram filtrados e levados à refrigeração e posteriormente 

submetidos ao processo de liofilização utilizando aparelho modelo Chisrt Alpha 1-4. 

Os óleos essenciais extraídos das folhas de L. gracilis foram obtidos, separadamente, 

por hidrodestilação em um balão de vidro de 5 L contendo 2,5 L de água destilada, utilizando 

aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb (1960) da marca Quimís, durante um 

período de 2 horas. Em seguida as misturas óleo/água foram coletadas, secas com sulfato de 
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sódio anidro (Na2SO4), filtradas e armazenadas sob refrigeração a menos 4ºC até a realização 

das análises químicas e dos ensaios antimicrobianos.  

 

3.2.3. Análise da composição química dos óleos essenciais de L. gracilis 

 

As análises das composições químicas dos óleos essenciais de L. gracilis foram 

realizadas usando um espectrômetro Shimadzu CG-17A / EM QP5050A (sistema de 

CG/EM): DB-5HT coluna de capilaridade (30 m x 0,251 mm); gás de portador: hélio 1,7 

mL/min; pressão da coluna 107,8 kPa; velocidade linear = 47,3 cm/seg; fluxo total 24 

mL/min; fluxo de portador 24 mL/min; temperatura do injetor 270 ºC; temperatura de detector 

290 ºC; temperatura da coluna 60 (2 min) - 180 ºC (1 min) a 4 ºC/min, então 180 - 260 ºC a 

10 ºC/min (10 min), operando sob energia de ionização de 70 eV. A identificação dos 

componentes foi baseada na fragmentação espectral, usando padrões da biblioteca de 

computador Wiley 229, além de dois outros argumentos: os índices de retenção e a 

comparação com dados da literatura (ADAMS, 2001; ALENCAR et al.,1990). 

 

3.2.4 Análise da composição química dos produtos naturais da O. hamiltonii e da C. 

ipecacuanha 

 

As análises cromatográficas foram realizadas sob as condições de gradiente usando 

coluna de Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm) embaladas com partículas de 5 µM de 

diâmetro; a fase móvel foi água contendo 2% de ácido fórmico (A) e metanol (B), e a 

composição gradiente foi: 5% de (B) durante 2 min; 25% (B), até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 

80% (B) a cada 10 minutos; seguindo o método já padronizado. A IOh e a fase móvel foram 

filtradas através de membrana de 0,45 5 µM (Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por 

banho de ultra-sons antes da utilização, o extracto foi analisado para uma concentração de 15 

mg / mL. A taxa de fluxo foi de 0,7 mL / min e o volume de injecção foi de 40 5 µL. As 

soluções estoque de referência de normalização foram preparadas em fase móvel de HPLC 

numa gama de concentrações de 0,030-0,500 mg/mL para o ácido gálico, ácido cafeico, ácido 

elágico e ácido clorogénico, e 0,025-,300 mg/mL para a quercetina, rutina e luteolina. 

Quantificações foram realizadas por integração dos picos utilizando o método do padrão 

externo, a 254 nm para o ácido gálico e ácido elágico; 327 nm para ácidos clorogênicos e 

caféico, e 366 para a quercetina, rutina e luteolina. Os picos foram confirmados por 

cromatografia de comparação do seu tempo de retenção com os de padrões de referência e por 
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espectros de DAD (200 a 600 nm). Todas as operações de cromatografia foram realizadas a 

temperatura ambiente e em triplicata. Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) 

foram calculados com base no desvio padrão das respostas e a inclinação por meio de três 

curvas de análise independentes. LOD e LOQ foram calculados como 3,3 e 10 σ/S, 

respectivamente, onde σ é o desvio padrão da resposta e S é o declive da curva de calibração. 

As diferenças entre os grupos de HPLC foram avaliadas por uma análise de modelo de 

variância e teste de Tukey. O nível de significância para as análises foi definido como p 

<0,05. Estas análises foram realizadas usando o software livre R versão 3.1.1. 

 

3.3 Avaliação da atividade antiparasitária da infusão de O. hamiltonii 

 

3.3.1 Linhagens celulares utilizadas 

 

Para os estudos in vitro com Tripanossoma cruzi, foi usado o clone CL-B5 ( Le Senne 

et al., 2002). Os parasitas foram estavelmente infectados com o gene da β -galactosidase 

(lacZ) da Escherichia coli que foram fornecidos pelo Dr. F. Buckner através do Instituto 

Comemorativo Gorgas (Panamá). As epimastigotas cresceram a 28
º
C em caldo de infusão de 

fígado (Difco, Detroit, MI) com 10% de soro fetal de bovino (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA), 

penicilina (Ern, SA, Barcelona, Espanha) e estreptomicina (Reig Jofré SA, Barcelona, 

Espanha), conforme descrito por Roldós et al. (2008), e colhidas durante a fase de 

crescimento exponencial. As culturas de Leishmania brasiliensis e Leishmania infantum 

foram obtidas a partir do Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Assunção, 

Paraguai - IICS. A manutenção da pressão, a forma de cultura e isolamento da forma 

promastigota seguiram os procedimentos descritos por Roldós et al. (2008). Os ensaios de 

inibição de promastigotas foram realizados utilizando a estirpe de L. braziliensis e L. infantum 

(MHOM / BR / 75 / M2903), cultivadas a 22
º
C em meio de Drosophila de Schneider 

suplementado com 20% de FBS. Para os ensaios de citotoxicidade, foi utilizada a célula de 

fibroblasto linhagem NCTC929 cultivadas em Meio Mínimo Essencial (Sigma). O meio de 

cultura foi suplementado com FBS inativado por calor (10%), penicilina G (100 U / mL) e 

estreptomicina (100 mg / mL). As culturas foram mantidas a 37
º
C em atmosfera úmida com 

5% de CO2. A viabilidade destas estirpes foi avaliada de acordo com Roldós et al. (2008), 

através da utilização de resazurina como um método colorimétrico. 
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3.3.2 Reagentes 

 

A resazurina sódica foi obtida a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e 

armazenada a 4
0
C protegida de luz. Uma solução de resazurina foi preparada em tampão de 

1% de fosfato, pH 7, e esterilizada antes da utilização. O clorofenol vermelho-b-D-

galactopiranósido (CPRG; Roche, Indianapolis, IN) foi dissolvido em 0,9% de Triton X- 100 

(pH 7,4). A penicilina G (Ern, SA, Barcelona, Espanha), estreptomicina (Reig Jofré SA, 

Barcelona, Espanha) e dimetilsulfato também foram utilizados. 

 

3.3.3 Ensaio de susceptibilidade epimastigota in vitro 

 

O ensaio de rastreio foi realizado em microplacas de 96 poços com as culturas que não 

atingiram a fase estacionária (Vega et al., 2005). As formas epimastigotas de T. cruzi foram 

semeadas a 1x10
5
 mL

-1
 em 200 µL de meio de cultura de caldo de fígado. As placas foram 

então incubadas com as drogas em concentrações variáveis entre 0,1 e 50 µg/mL) a 28
0
C 

durante 72 horas, ao mesmo tempo que 50 µL de uma solução CPRG foi adicionada para dar 

uma concentração final de 200 µM. As placas foram incubadas a 37
º
C durante um tempo 

adicional de 6 horas e foram, em seguida, avaliadas por um espectrômetro a 595 nm. Cada 

experimento foi realizado duas vezes e de forma independente, cada uma das concentrações 

foi testada em triplicata para cada experimento. A eficácia de cada composto foi estimada 

pelo cálculo dos percentuais anti-epimastigota.  

 

3.3.4 Ensaio leishmanicida in vitro 

 

Esse ensaio foi efetuado utilizando uma modificação do método anteriormente 

descrito. As culturas de promastigotas de L. brasiliensis e L. infantum foram cultivadas a uma 

concentração de 10
6
 células/mL e depois transferidas para o teste. Os compostos foram 

dissolvidos em DMSO nas concentrações a serem testadas e foram transferidos para 

microplacas. Cada teste foi realizado em triplicata. A atividade dos compostos foi avaliada 

após 72 h por contagem direta das células após diluições em série e em relação com um 

controle não tratado. 

 

3.3.5 Ensaios citotóxicos 
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Os fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em microplacas de 96 poços a uma 

definitiva concentração de 3x10
4
 células/poço. As células foram cultivadas a 37

º
C numa 

atmosfera de 5% de CO2. Depois disso, o meio de cultura foi removido e os compostos foram 

adicionados a 200 µL, e realizada uma nova cultura por 24 h. Após esta incubação, 20 µL de 

uma solução de 2 mM de resazurina foi adicionado a cada poço. As placas foram incubadas 

durante 3 horas e a redução da resazurina foi mensurada usando dupla absorção de 

comprimentos de onda de 490 e 595 nm. O valor do controle foi subtraído. Cada concentração 

foi testada em triplicata. 

 

3.4 Avaliação da atividade antibacteriana e moduladora da ação dos antibióticos 

 

3.4.1 Material bacteriológico 

 

Foram utilizadas nos testes seguintes bactérias Gram-negativas e Gram-positiva, sendo 

sete cepas bacterianas: quatro linhagens padrão cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz- 

FIOCRUZ (E. coli ATCC 10536, P.aeruginosa ATCC 15442 e S.aureus ATCC 12692 e 

ATCC 25923) e três isolados clínicos (S. aureus  358,  e  P. aeruginosa 03 e E. coli 27). 

Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram reavivadas em caldo BHI 3,8% 

durante 24 horas a 37ºC. Após esse sulbcultivo, procedeu-se a padronização do inóculo, que 

consistiu na preparação de uma suspensão bacteriana em BHI, apresentando turvação similar 

ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland (1 x 10
8
 UFC/ mL) em caldo BHI a 10%.  

 

3.3.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) dos produtos naturais (IOh, DCi e OELG) foi 

avaliada dos pelo método de microdiluição em caldo, com base no documento M7-A6 para 

bactérias (NCCLS, 2003). As amostras dos produtos naturais a serem testados (IOh, DCi, 

OELG) foram previamente preparados para obtenção de uma concentração inicial de 10 mg / 

mL, sendo observada a seguinte proporção: 10 mg da amostra solubilizada em 1 mL de 

DMSO. A partir desta concentração, foi efetuada uma diluição de 1: 10 em água destilada 

estéril (10 mg / mL), e em seguida, esta foi diluída da mesma forma formando uma solução 

estoque de 1024 µg/ mL. Após esse processo, diluições seriadas foram realizadas na 

proporção 1:1 em água destilada, obtendo-se as concentrações que variaram de 512-8 µg/ mL.  
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Foram utilizados 100 µL de meios e de amostras, distribuídos em cavidades de 

microplacas estéreis. As amostras estavam preparadas em concentração dobrada (1.024 µg/ 

mL) em relação à concentração inicial definida em volumes de 100 µL e posteriormente 

foram diluídas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100 µL do meio 

de cultura foi colocada uma amostra da suspensão bacteriana diluída na proporção de 1: 10 

Figura 5 (pag. 43) resultando no inóculo final de 1 x 10
5
 UFC/mL. 

O controle negativo foi realizado com o caldo BHI, enquanto o controle positivo foi o 

caldo mais o inóculo. A concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor 

concentração capaz de inibir completamente o crescimento microbiano Os ensaios foram 

realizados em triplicata e as placas incubadas por 24 h à 37 + 2º C (JAVADPOUR et al., 

1996). Como revelador foi utilizado 20 μL/ poço de resazurina sódica (SIGMA) preparada em 

água destilada estéril na concentração de 0,01% (p/v), por um período de 1 hora em 

temperatura ambiente. A leitura dos resultados para determinação da CIM foi considerada 

como positiva para os poços que permaneceram com a coloração azul e negativa os que 

obtiveram coloração vermelha (COUTINHO et al., 2008). 

 

3.3.5 Avaliação da atividade moduladora por contato direto 

 

Para a verificação do produto natural como modulador da atividade antibiótica 

somente foram testados a IOh, o DCi e o OELG. A sua concentração inibitória minima (CIM) 

e a dos antibióticos aminoglicosídeos (neomicina, canamicina, amicacina e gentamicina) e β-

lactâmicos ( oxacilina e benzapen) foram determinados de acordo com o método da 

microdiluição descrito no documento CLSI M7-A6, utilizando concentrações subinibitórias 

em BHI a 10%. 

As amostras a serem testadas foram preparadas em concentração dobrada (1024 µg/ 

mL) em relação à concentração inicial (JAVADPOUR et al.,1996). Para avaliação do óleo 

essencial como modulador da resistência dos antibióticos, foram adicionados nos poços das 

placas de microdiluição, as bactérias a serem testadas, juntamente com os antibióticos (Sigma 

Chemical Co. All) e também, os produtos naturais em concentrações subinibitórias (CIM/8). 

O teste foi acompanhado de um controle negativo que consistia na solução de microrganismos 

e dos antibióticos supracitados. As placas foram incubadas por 24 h a 37º C. A leitura foi 

realizada pela adição da resazurina sódica, conforme descrito anteriormente. 
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3.3.6 Avaliação da atividade moduladora por contato gasoso 

 

A modificação da atividade dos antibióticos pelos componentes voláteis do OELG foi 

determinada pelo método do contato gasoso (modificado por INOUYE, TAKIZAWA e 

YAMAGUCHI, 2001). A avaliação foi realizada em triplicata, utilizando as soluções 

contendo 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.12 % dos óleos essenciais diluído em DMSO.  

Foram utilizadas duas culturas padrão, sendo uma Gram- negativa, P. aeruginosa 

ATCC 15442 e outra Gram-positiva, S. aureus ATCC 12692, reavivadas em meio BHI, sendo 

incubadas por 24 horas a 37 ºC. A seguir, as bactérias foram colocadas em suspensão no tubo 

de ensaio alcançando uma turvação equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1x 108 

UFC/mL). Em seguida, os microrganismos foram semeados com o auxílio de um swab estéril 

em placas de Petri com Plate Count Agar (PCA, Difco). Na porção inferior e central das 

placas, foram utilizados discos com os antibióticos amicacina (30 μg), gentamicina (10 μg) e 

tetraciclina (10μg) da LABORCLIN para verificar alterações no diâmetro da zona de inibição 

do crescimento dos microorganismos. As placas foram invertidas e na porção superior delas 

foi colocado 50 μL de cada concentração dos óleo essencial, para que os componentes 

voláteis interagissem com os antibióticos. Foram utilizadas como controle: placas contendo 

DMSO sem o óleo essencial e placas contendo somente os antibióticos. A leitura foi realizada 

após um período de incubação por 24 horas a 35 + 2º C, como auxílio de uma régua 

milimetrada. 

 

3.3.7 Análises de dados 

 

 Os resultados dos testes microbiológicos foram obtidos em triplicata e expressos como 

média geométrica. Para análise estatística foi aplicada a ANOVA seguida do Bonferroni post 

test utilizando o software GraphPad Prisma 6.0 A significância foi considerada com p< 0,05 

(MATIAS et al., 2013).. 
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Resumo: A tripanossomíase e a leishmaniose são doenças que apresentam altos índices de 

morbimortalidade em países em desenvolvimento, sendo relevante a realização de pesquisas 

que busquem novos agentes terapêuticos a partir de recursos da biodiversidade. A Operculina 

hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples é uma espécie botânica cujo uso etnomedicinal 

está associado às propriedades antiparasitária e depurativa do sangue; produz metabólitos 

secundários que podem ser potencialmente ativos em modelos biológicos e farmacológicos. 

Esse estudo tem como objetivos realizar a investigação fitoquímica da Operculina hamiltonii, 

avaliar o seu potencial antiparasitário frente ao Trypanossoma cruzi, Leishmania brasiliensis 

e Leishmania infantum, bem como a sua atividade citotóxica. A infusão liofilizada obtida do 

tubérculo da planta teve os seus compostos identificados por HPLC e foram testadas in vitro 

as atividades anti-epimastigota, antipromastigota e citotóxica. Destaca-se a atividade 

antiparasitária frente ao T. cruzi que foi significativa na concentração de 62,5 µg/mL e a 

citotoxicidade foi moderada. Os resultados obtidos demonstram uma elevada atividade 

leishmanicida e tripanossomicida, no entanto o produto natural demonstra citotoxicidade 

significativa em concentrações iguais ou acima de 250 µg/mL, o que nos permite sugerir que 

sejam realizados estudos para avaliar a sua atividade anticancerígena. 

 

Palavras-chave: Operculina hamiltonii; Tryoanossoma; Leishmania; atividade 

antiepimastigota e epimastigota; citotoxicidade. 

 

1 Introdução 

 

As doenças infecciosas e parasitárias permanecem negligenciadas nos países em 

desenvolvimento apresentando dados epidemiológicos de morbimortalidade preocupantes que 
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dizem respeito a doenças como tripanossomíase e leishmaniose, dentre outras patologias 

prevalentes; mesmo sendo nítidos esses indicadores, ainda são insuficientes os investimentos 

em pesquisas de medicamentos e são precárias as ações que visam o seu controle em muitos 

países (Lemos e Lima, 2002). É inegável o impacto social dessas doenças, pois a sua gênese 

está também relacionada às condições de moradia, alimentação e higiene às quais a população 

está submetida (Paes e Silva, 1999). 

 O Tripanossoma cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas e acomete 

aproximadamente oito milhões de pessoas nas Américas. Já a leishmaniose tem como agentes 

etiológicos protozoários do gênero Leishmania, sendo a leishmaniose tegumentar americana 

causada pela espécie L. brasiliensis e a leishmaniose visceral americana pela espécie L. 

infantum (Leon et al., 2015; Leça Júnioret al., 2015). 

Em regiões geográficas onde essas patologias são prevalentes, geralmente as 

comunidades locais conhecem um vasto repertório de plantas que podem ser usadas 

terapeuticamente (Ibrahim et al., 2014), impulsionando estudos de natureza bioprospectiva 

com o objetivo de descobrir substâncias oriundas do metabolismo vegetal que possam 

apresentar atividade antiparasitária (Ribeiro et al., 2015; Anosa et al.,2014; Kpoviessi et al., 

2014). 

A Convolvulaceae é uma grande família botânica de distribuição em todo o mundo, 

apresentando uma rica diversidade de características morfológicas e habitats ecológicos 

(Stefanović et al., 2003); é composta por 55 gêneros e 1.930 espécies (Judd et al., 1999), cuja 

distribuição é predominante em regiões tropicais e subtropicais, sendo que no Brasil as 

espécies concentram-se no cerrado e na caatinga e são utilizadas como recurso alimentar e 

terapêutico pela população (Heywood, 1993). Estudos associam a essa família metabólitos 

secundários como ergolinas, pirrolidinas, tropanos, alcalóides, glicosídeos e amidas, além dos 

flavonoides (Schimming et al., 2005; Mann et al., 1999). Espécies do gênero Operculina 

(Convolvulaceae) são citadas em estudo etnobotânicos como recurso terapêutico no 

tratamento de doenças parasitárias (Carvalho et al., 2013). A espécie Operculina hamiltonii é 

uma trepadeira de aspecto ornamental cujos nomes vernaculares variam de acordo com a 

região, sendo chamada de batata de purga, jalapa-brasileira, jalapa, raiz-do-jeticucu e mecoacã 

(Pereda-Miranda et al., 2003). Seu uso etnomedicinal está associado às propriedades 

antiparasitária e depurativa do sangue, que lhes são atribuídas pelas populações locais (Silva 

et al., 2010; Rodrigues et al., 2007; Martins et al., 2000). 

 Alguns estudos analisaram a atividade anti-helmíntica da O. hamiltonii, mas não 

encontramos quaisquer trabalhos que examinaram sua atividade contra outros tipos de 
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parasitas. Assim, verificamos a hipótese de que eles também podem ser eficazes no 

tratamento de outras doenças parasitárias, como a tripanossomíase e leishmaniose, uma vez 

que estas doenças parasitárias são muito prevalentes nos trópicos. Segundo Braz et al., (2014) 

pacientes imuno comprometidos são mais afetados por essas doenças e requerem uma atenção 

especial quanto ao seu diagnóstico e tratamento, que deve ser feito precocemente para evitar 

complicações mais graves. 

Esse estudo tem como objetivos: realizar a investigação química da infusão liofilizada 

obtida da Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples, avaliar o seu potencial 

antiparasitário frente a Trypanossoma cruzi, Leishmania brasiliensis e Leishmania infantum, 

bem como a sua atividade citotóxica. 

 

2 Materiais e  Metódos  

 

2.1 Material vegetal 

 

A espécie seca do material vegetal foi depositada no Herbário Dárdaro Andrade Lima 

do Departamento de Biologia da Universidade Regional do Cariri sob o número 4022. 

 

2.2 Preparo do pó liofilizado 

 

O tubérculo da Operculina hamiltonii foi triturado e submetido à infusão, seguindo o 

protocolo da Farmacopéia Brasileira (2010) quanto à proporção de material vegetal e 

quantidade de água bem como ao tempo de abafamento. Posteriormente, a infusão congelada 

foi levada à refrigeração e posteriormente submetida ao processo de liofilização. 

 

2.3 Linhagens celulares utilizadas 

 

Para os estudos in vitro com T. cruzi, foi usado o clone CL-B5 (Le Senne et al., 2002). 

Os parasitas foram estavelmente infectados com o gene da β -galactosidase (lacZ) da 

Escherichia coli que foram fornecidos pelo Dr. F. Buckner através do Instituto Comemorativo 

Gorgas (Panamá). As epimastigotas cresceram a 28
0
C em caldo de infusão de fígado (Difco, 

Detroit, MI) com 10% de soro fetal de bovino (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA), penicilina (Ern, 

SA, Barcelona, Espanha) e estreptomicina (Reig Jofré SA, Barcelona, Espanha) (Roldós et al., 

2008),  colhidas durante a fase de crescimento exponencial. A cultura de L. brasiliensis foi 
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obtida a partir do Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Assunção, Paraguai - 

IICS. A manutenção da pressão, a forma de cultura e isolamento da forma promastigota 

seguiram os procedimentos descritos pelo autor Roldós et al. (2008). Os ensaios de inibição 

de promastigotas foram realizados utilizando a estirpe de L. braziliensis (MHOM / BR / 75 / 

M2903), cultivadas a 22
0
C em meio de Drosophila de Schneider suplementado com 20% de 

FBS. Para os ensaios de citotoxicidade, foi utilizada a célula de fibroblasto linhagem 

NCTC929 cultivadas em Meio Mínimo Essencial (Sigma). O meio de cultura foi 

suplementado com FBS inativado por calor (10%), penicilina G (100 U / ml) e estreptomicina 

(100 µg / mL). As culturas foram mantidas a 37
0
 C em atmosfera úmida com 5% de CO2. A 

viabilidade destas estirpes foi avaliada de acordo com Roldós et al. (2008), através da 

utilização de resazurina como um método colorimétrico. 

 

2.4 Reagentes 

 

A resazurina sódica foi obtida a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e 

armazenada a 4
0
C protegida de luz. Uma solução de resazurina foi preparada em tampão de 

1% de fosfato, pH 7, e esterilizada antes da utilização. O clorofenol vermelho-b-D-

galactopiranósido (CPRG; Roche, Indianapolis, IN) foi dissolvido em 0,9% de Triton X- 100 

(pH 7,4). A penicilina G (Ern, SA, Barcelona, Espanha), estreptomicina (Reig Jofré SA, 

Barcelona, Espanha) e dimetilsulfato também foram utilizados. 

 

2.5 Ensaio de susceptibilidade epimastigota in vitro 

 

O ensaio de rastreio foi realizado em microplacas de 96 poços com as culturas que não 

atingiram a fase estacionária (Vega et al., 2005). As formas epimastigotas de T. cruzi foram 

semeadas a 1x10
5
 mL

-1
 em 200 µL de meio de cultura de caldo de fígado. As placas foram 

então incubadas com as drogas em concentrações variáveis entre 0,1 e 50 µg / mL) a 28
0
C 

durante 72 horas, ao mesmo tempo em que 50 µL de uma solução CPRG foi adicionada para 

dar uma concentração final de 200 µM. As placas foram incubadas a 37
0
C durante um tempo 

adicional de 6 horas e foram, em seguida, avaliadas por um espectrômetro a 595 nm. Cada 

experimento foi realizado duas vezes e de forma independente, cada uma das concentrações 

foi testada em triplicata para cada experimento. A eficácia dO composto foi estimada pelo 

cálculo dos percentuais anti-epimastigota.  
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2.6 Ensaio leishmanicida in vitro 

 

Esse ensaio foi efetuado utilizando uma modificação do método anteriormente 

descrito. As culturas de promastigotas de L. brasiliensis e L. infantum foram cultivadas a uma 

concentração de 10
6
 células / mL e depois transferidas para o teste. O composto foi dissolvido 

em DMSO nas concentrações a serem testadas e foram transferidos para microplacas. Cada 

teste foi realizado em triplicata. A atividade do composto foi avaliada após 72 h por contagem 

direta das células após diluições em série e em relação com um controle não tratado. 

 

2.7 Ensaios citotóxicos 

 

 Os fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em microplacas de 96 poços a 

uma definitiva concentração de 3x10
4
 células / poço. As células foram cultivadas a 37

0
C 

numa atmosfera de 5% de CO2. Depois disso, o meio de cultura foi removido e o composto 

foi adicionado a 200 µL, e realizada uma nova cultura por 24 h. Após esta incubação, 20 µL 

de uma solução de 2 mM de resazurina foi adicionado a cada poço. As placas foram 

incubadas durante 3 horas e a redução da resazurina foi mensurada usando dupla absorção de 

comprimentos de onda de 490 e 595 nm. O valor do controle (em branco) foi subtraído. Cada 

concentração foi testada em triplicata. 

 

2.8 Química, aparatos e procedimentos gerais 

 

Todos os produtos químicos utilizados foram de grau analítico. Metanol, ácido acético, 

ácido gálico, ácido clorogênico e ácido caféico foram obtidos da Merck (Darmstadt, 

Alemanha). A quercetina e  a rutina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

EUA). A análise da cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC-DAD) foi feita com o 

sistema de HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japão), Destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado 

com Shimadzu LC-20AT alternativo Bombas ligado ao DGU 20A5 com integrador CBM 

20A, UV-VIS detector DAD (diodo) SPD-M20A e Software LC solução 1,22 SP1. 

 

2.9 Quantificação do composto por HPLC-DAD 

 

As análises cromatográficas foram realizadas sob as condições de gradiente usando 

coluna de Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm) embaladas com partículas de 5 µM de 
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diâmetro; a fase móvel foi água contendo 2% de ácido fórmico (A) e metanol (B), e a 

composição gradiente foi: 5% de (B) durante 2 min; 25% (B), até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 

80% (B) a cada 10 minutos; seguindo o método descrito por Sousa et al. (2015) com ligeiras 

modificações. A IOh e a fase móvel foram filtradas através de membrana de 0,45 5 µM 

(Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por banho de ultra-sons antes da utilização. A taxa 

de fluxo foi de 0,7 mL / min e o volume de injecção foi de 40 5 µL.. As soluções estoque de 

referência de normalização foram preparadas em fase móvel de HPLC numa gama de 

concentrações de 0,030-0,500 mg / mL para o ácido gálico, ácido cafeico, ácido elágico e 

ácido clorogénico, e 0,025-,300 mg / mL para a quercetina, rutina e luteolina. Quantificações 

foram realizadas por integração dos picos utilizando o método do padrão externo, a 254 nm 

para o ácido gálico e ácido elágico; 327 nm para ácidos clorogênicos e caféico, e 366 para a 

quercetina, rutina e luteolina. Os picos foram confirmados por cromatografia de comparação 

do seu tempo de retenção com os de padrões de referência e por espectros de DAD (200 a 600 

nm). Curva de calibração para o ácido gálico: Y = 13179x + 1.263,8 (r = 0,9998); ácido 

clorogênico: Y = 12594x + 1.267,9 (r = 0,9995); ácido caféico: Y = 11983x + 1.327,6 (r = 

0,9999); ácido elágico: Y = 13547x + 1.308,1 (r = 0,9997); quercetina: Y = 12564x + 1194,7 

(r = 0,9996); rutina: Y = 11839x + 1263,2 (r = 0,9999) e luteolina: Y = 13287x + 1285,9 (r = 

0,9998). Todas as operações de cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em 

triplicata. 

 

2.10 Limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) 

 

LOD e LOQ foram calculados com base no desvio padrão das respostas e a inclinação 

por meio de três curvas de análise independentes, conforme definido por Boligon et al. 

(2015). LOD e LOQ foram calculados como 3,3 e 10 σ / S, respectivamente, onde σ é o 

desvio padrão da resposta e S é o declive da curva de calibração. 

 

2.11 Análise estatística 

 

As diferenças entre grupos no HPLC foram analisadas pelo modelo de análise de variância e 

teste de Tukey. O nível de significância para essas análises foi de p < 0.05. As análises foram 

feitas utilizando o software R versão 3.1.1 (R Core, 2014). 
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3 Resultados e Discussão 

 

Uma grande diversidade de metabólitos é produzida pelas espécies da família 

Convolvulaceae, entre os quais se destacam os compostos fenólicos e as glicorresinas, além 

de outros metabólitos secundários de baixo peso molecular contendo grupos nitrogenados 

como os alcalóides e os flavonóides, compostos que podem ser potencialmente ativos em 

modelos biológicos e farmacológicos (Lobo et al., 2010; Jerba et al., 2004). Foi obtido o 

perfil de HPLC da IOh  (infusão de Operculina hamiltonii) e a sua análise está demonstrada 

na Fig. 1. Além de outros minoritários, foram observados os seguintes compostos: ácido 

gálico (tempo de retenção, tR = 10,15 min, pico 1),  ácido clorogênico (tR = 18,63 min, pico 

2), ácido caféico (tR = 22,07 min, pico 3) , ácido elágico (tR = 30,26 min, pico 4),  rutina (tR 

= 38,11 min, pico 5), quercetina (tR = 44,76 min, pico 6) e luteolina (tR = 47,19 min, pico 

7). Os ácidos fenólicos têm sido descritos como antioxidantes, antimutagênicos e 

antimicrobianos (Proestos et al., 2006; Kim et al., 2006), enquanto os flavonóides como a 

quercetina, são reconhecidos como agentes antioxidantes, anticarcinogênico e pela proteção 

que exercem em órgãos como os rins, o fígado e o aparelho cardiovascular (Behling et al., 

2004). 

 A atividade antiparasitária da IOh está representada na Tabela 2, onde podem ser 

observados resultados clínicos relevantes em todas as concentrações frente ao T. cruzi, L. 

brasiliensis e L. infantum. Na literatura pertinente, não constam outros estudos que avaliem 

a atividade tripanossomicida e leishmanicida dessa espécie. Lobo et al. (2010) com base no 

uso etnofarmacológico dessa espécie vegetal, foi estudada a sua atividade antibacteriana 

demonstrando resultados insatisfatórios frente a linhagens bacterianas de Pseudomonas 

aeruginosa, Staphilococos aureus e Escherichia coli; esses autores especularam que o fato 

talvez esteja vinculado a teores baixos de taninos no tubérculo da batata de purga. Outros 

estudos apontam para um potencial anti-helmíntico significativo da Operculina hamiltonii, 

que se mostra eficaz no controle de nematóides gastrointestinais de caprinos na região do 

semiárido brasileiro sendo amplamente utilizada em programas alternativos de controle 

parasitário (Silva et al., 2010). 

Relacionando a atividade antiparasitária com a citotoxicidade apresentada, observa-se 

que os melhores resultados do produto natural são apresentados frente ao T. cruzi na 

concentração de 62,5 µg/mL com boa atividade antiparasitária (75,84%) e citotoxicidade 

moderada (54,73%). Esse resultado é relevante devido a grande incidência de tripanossomíase 
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no continente americano bem como a existência de linhagens de T. cruzi naturalmente 

resistentes a drogas utilizadas convencionalmente, fato que justifica a baixa porcentagem de 

cura da doença entre os pacientes tratados (Who, 2003; Murta et al., 2008). 

A IOh também apresentou eficácia contra as espécies de Leishmania estudadas em 

concentrações maiores ou igual a 250 µg/mL, no entanto a elevada citotoxicidade nessas 

concentrações é significativa. A L. brasiliensis foi mais sensível à ação do produto natural do 

que a L. infantum em todas as concentrações.  

 

4 Conclusão 

 

 O produto natural testado apresentou atividade antiparasitária contra T. cruzi em todas 

as concentrações testadas, e frente às L. brasiliensis e L. infantum em concentrações iguais ou 

acima de 250 µg/mL. A citotoxicidade da IOh foi elevada nas concentrações iguais ou acima 

de 250 µg/mL o que nos permite considerar que os melhores resultados estão relacionados ao 

T. cruzi onde o produto é eficaz nas concentrações em que a citotoxicidade é moderada. Nós 

sugerimos a partir da atividade citotóxica observada que novos estudos sejam realizados para 

investigar a atividade anticancerígena desse produto natural. 
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Material adicional 

 

 

  
Figura 1 – Representação do perfil de cromatografia líquida de alta eficiência da infusão de 

Operculina hamiltonii. Ácido gálico (pico 1), ácido clorogênico (pico 2), ácido caféico (3 

pico), ácido elágico (pico 4), quercetina (pico 5), quercetina (pico 6) e luteolina (pico 7). 

 

 

Tabela 1 – Componentes da infusão de Operculina hamiltonii 

https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&amp;hl=pt-PT&amp;user=kb9VqMQAAAAJ&amp;citation_for_view=kb9VqMQAAAAJ%3AzYLM7Y9cAGgC
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Componentes 
IOh LOD LOQ 

mg/g g/mL g/mL 

Ácido gálico  5,19 ± 0,01
a
  0,013 0,043 

Ácido clorogênico 8,07 ± 0,01
b
  0,027 0,091 

Ácido caféico 2,83 ± 0,03
c
  0,011 0,036 

Ácido elágico 3,16 ± 0,02
d
  0,009 0,030 

Rutina 2,79 ± 0,01
e
  0,024 0,079 

Quercetina 6,45 ± 0,04
f
  0,018 0,060 

Luteolina 0,91 ± 0,01
g
  0,015 0,048 

Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP) de três determinações. Médias 

seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey p <0,05. 

 

 

 

Tabela 2 – Atividade antiparasitária e citotoxicidade de infusão de Operculina hamiltonii 

Concentrações 

(µg/mL) 

Atividade antiparasitária 
(%C) 

% ATc % ALb % ALi 

1000 86,86 100,00 86,75 94,92 

500 85,32 91,34 82,46 94,84 

250 79,07 70,98 22,99 93,80 

125 77,23 0,00 0,00 55,66 

62,5 75,84 0,00 0,00 54,73 

%C: percentual de fibroblastos mortos; %ATc: percentual de T. cruzi mortos; % ALb: 

percentual de  L. braziliensis mortos; %Ali: percentual L. infantum mortos. 
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Resumo 

 

Esse estudo teve como objetivos, além da análise fitoquímica da infusão e do decocto 

derivados respectivamente da Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples e da 

Cephaelis ipecacuanha Rich., averiguar possíveis interações entre esses produtos naturais e 

quatro drogas antimicrobianas da classe dos aminoglicosídeos e dos β-lactâmicos contra 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Foi detectada a 

concentração inibitória mínima para avaliação da antividade antimicrobiana; a determinação 

da atividade moduladora da resistência aos antibióticos foi feita por microdiluição utilizando a 

concentração subinibitória. Apesar de não ter sido observada atividade antibacteriana 

satisfatória, os testes de avaliação do potencial modulador demonstram resultados relevantes 

com sinergismo observado em várias combinações dos antibióticos com os produtos naturais. 

 

1. Introdução 

 

 A saúde pública mundial enfrenta as consequências do uso indiscriminado dos 

antibióticos; diversos fatores contribuem para formar um ambiente propício ao 

desenvolvimento pelas bactérias de mecanismos genéticos, bioquímicos e celulares que as 

tornem resistentes às drogas disponíveis no mercado atualmente [1]. Considerando a 

velocidade com que as bactérias desenvolvem resistência às drogas disponíveis, urge que 

surjam pesquisas voltadas para a descoberta de substâncias naturais que driblem a perda da 

eficácia dos antimicrobianos de uso clínico convencional. Vários estudos investigam os 

produtos naturais na forma de óleos essenciais, extratos vegetais, frações e metabólitos 

secundários isolados como possíveis modificadores da resistência bacteriana [2-7].  
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Operculina hamiltonii é uma espécie botânica da família Convolvulaceae também 

conhecida como batata de purga, jalapa-brasileira, jalapa, raiz-do-jeticucu e mecoacã [8]. Essa 

espécie é utilizada terapeuticamente no cerrado e na caatinga onde a população justifica o seu 

uso no tratamento de parasitoses intestinais e na desintoxição do sangue [9-12].  

Cephaelis ipecacuanha pertence à família botânica Rubiaceae, uma das mais 

representativas do cerrado brasileiro [13] e cuja importância reside no fato de suas espécies 

serem utilizadas pela população como recurso alimentar e terapêutico [14]. A C. ipepacuanha 

apresenta os seguintes nomes vernaculares: pepaconha, ipepacuanha e poaia; o seu uso 

etnofarmacológico encontra-se relacionado ao tratamento de febre, diarréia, amebíase e 

expectoração [15]. Estudos laboratoriais demonstram a sua atividade adstringente, anti-

inflamatória e amebicida [16,17]. 

Esse estudo teve como objetivos: realizar a investigação fitoquímica do decocto de 

Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples (DOh) e da infusão de Cephaelis 

ipecacuanha Rich. (ICi), avaliar o seu potencial antibacteriano e a atividade modificadora da 

ação de antibióticos frente a bactérias padrão e multirresistentes. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Material bacteriológico 

 As cepas bacterianas utilizadas no presente estudo foram linhagens padrão e 

multirresistentes de S. aureus (SA-ATCC 25923 e SA358), E.coli (EC- ATCC 10536 e EC 27) 

e P. aeruginosa (PA-ATCC15442 e PA03) com perfil de resistência identificado na tabela 1. 

Todas as cepas foram mantidas em placas com Heart Infusion Agar (HIA, Difco Laboratories 

LTDA). Antes do ensaio, as células foram cultivadas por 24h a 37°C em Brain Heart Infusion 

(BHI), Difco Laboratories LTDA. 

 

    Tabela 1. Origem das linhagens bacterianas e perfil de resistência aos antibióticos 

Bactéria Origem Perfil de resistência 

Staphylococcus aureus SA 358 Ferida cirúrgica 
Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para, But, Sis, 

Net 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 _ _ 

Escherichia coli EC27 Ferida cirúrgica 
Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf, Caz, 

Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob 

Escherichia coli ATCC 10536 _ _ 

Pseudomonas aeruginosa PA03 Ponta de catéter Cpm, Ctz, Im, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami 
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 _ _ 

Ast-Aztreonan; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefadroxil; Cfc- 

cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciproflaxacina; Clo –Clorafenicol; Im- Imipenem; Can-

Canamicina; Szt-Sulfametrim, Tet-Tetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo- 

Neomicina; Para- Paramomicina; But- Butirosina; Sis-Sisomicina; Net- Netilmicina; (-)ausência de resistência 

ou resistência sem relevância. 

 

2.2 Material vegetal 

 As espécies vegetais de O. hamiltonii e C.ipecacuanha foram coletadas 

respectivamente nas cidades de Patos-Paraíba e em Serrita- Pernambuco. As exsicatas foram 

depositadas respectivamente nos herbários Caririense Dárdaro de Andrade Lima e Herbário 

Geraldo Mariz, da Universidade Regional do Cariri– URCA e da Universidade Federal de 

Pernambuco sob os números 4022 e 35844 respectivamente. 

 

2.3 Preparo do material vegetal 

  O tubérculo da O. hamiltonii e as raízes da C. ipecacuanha foram triturados e 

submetidos respectivamente à infusão e à decocção, seguindo o protocolo da Farmacopéia 

Brasileira quanto à proporção de material vegetal e quantidade de água bem como ao tempo 

de abafamento [18]. Posteriormente, os materiais filtrados foram levados à refrigeração e 

posteriormente submetidos ao processo de liofilização utilizando aparelho modelo Chisrt 

Alpha 1-4. 

 

2.4 Testes da atividade antibacteriana 

 A CIM (concentração inibitória mínima) foi determinada em ensaio de microdiluição 

em caldo (NCCLS 2003) utilizando-se um inóculo de 100 μL de cada linhagem, suspensas em 

caldo BHI que apresentava uma concentração de 10
5 

UFC/mL em placas de microtitulação 

com 96 poços, com diluições em série ½. Em cada poço foi adicionado 100μL das soluções 

das amostras e de suas respectivas combinações. As concentrações finais variaram entre 512 - 

8 μg/mL. Para os controles foram utilizados os antibióticos padrões amicacina e gentamicina 

cujas concentrações finais variaram entre 2500 μg/mL – 2,4 μg/mL. As placas foram 

incubadas a 35ºC por 24 horas e após esse período a leitura foi evidenciada pelo uso de 

resazurina [19]. As CIMs foram registradas como as menores concentrações para a inibição 

do crescimento.  

 

2.5 Determinação da atividade moduladora da resistência aos antibióticos 
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 As soluções foram testadas em concentrações sub-inibitórias (MIC/8) [20]. Foram 

distribuídos 100μL de solução contendo BHI 10%, inóculo e amostra em cada poço no 

sentido alfabético da placa. Em seguida, 100μL da droga foram misturados ao primeiro poço, 

procedendo a microdiluição em série, numa proporção de 1:1 até a penúltima cavidade. As 

concentrações de antibióticos variavam gradualmente de 5000 a 2,44μg/mL. As placas foram 

incubadas a 35ºC por 24 horas e após esse período a leitura foi evidenciada pelo uso de 

resazurina sódica.  

 

2.6 Quantificação dos compostos por HPLC-DAD 

 As análises cromatográficas foram realizadas sob as condições de gradiente usando 

coluna de Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm) embaladas com partículas de 5 µM de 

diâmetro; a fase móvel foi água contendo 2% de ácido fórmico (A) e metanol (B), e a 

composição gradiente foi: 5% de (B) durante 2 min; 25% (B), até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 

80% (B) a cada 10 minutos; seguindo o método já padronizado [21]. As soluções e a fase 

móvel foram filtradas através de membrana de 0,45 5 µM (Millipore) e, em seguida, 

desgaseificou-se por banho de ultra-sons antes da utilização, o extracto foi analisado para uma 

concentração de 15 mg / mL. A taxa de fluxo foi de 0,7 mL / min e o volume de injecção foi 

de 40 5 µL.. As soluções estoque de referência de normalização foram preparadas em fase 

móvel de HPLC numa gama de concentrações de 0,030-0,500 mg / ml para o ácido gálico, 

ácido cafeico, ácido elágico e ácido clorogénico, e 0,025-,300 mg / mL para a quercetina, 

rutina e luteolina. Quantificações foram realizadas por integração dos picos utilizando o 

método do padrão externo, a 254 nm para o ácido gálico e ácido elágico; 327 nm para ácidos 

clorogênicos e caféico, e 366 para a quercetina, rutina e luteolina. Os picos foram 

confirmados por cromatografia de comparação do seu tempo de retenção com os de padrões 

de referência e por espectros de DAD (200 a 600 nm). Todas as operações de cromatografia 

foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata. 

 

2.7 Limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ)  

 LOD e LOQ foram calculados com base no desvio padrão das respostas e a inclinação 

por meio de três curvas de análise independentes, [22]. LOD e LOQ foram calculados como 

3,3 e 10 σ / S, respectivamente, onde σ é o desvio padrão da resposta e S é o declive da curva 

de calibração. 
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2.8 Análises de dados 

 Os resultados dos testes microbiológicos foram obtidos em triplicata e expressos como 

média geométrica. Para análise estatística foi aplicada a ANOVA seguida do Bonferroni post 

test utilizando o software GraphPad Prisma 6.0 [23]. A significância foi considerada com p< 

0,05.As diferenças entre os grupos de HPLC foram avaliadas por uma análise de modelo de 

variância e teste de Tukey. O nível de significância para as análises foi definido como p 

<0,05. Estas análises foram realizadas usando o software livre R versão 3.1.1. [24]. 

 

3. Resultados 

 

Analisando a atividade antibacteriana dos produtos naturais testados (DCi e IOh) 

frente as linhagens de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, tanto linhagens padrão quanto 

multirresistentes foram observados valores de CIM ≥ 1024 µg/mL, sendo que o valor 

considerado clinicamente relevante segundo o CLSI é a CIM ≤ 128 µg/mL. Estudo anterior já 

relatava que a atividade da O. hamiltonii frente a E. coli, P. aeruginosa e S. aureus não era 

satisfatória, no entanto sugeria que se realizassem estudos no sentido de averiguar o potencial 

modulador sobre a ação de antibióticos dessa espécie 922 [25]. A C. ipecacuanha 

demonstrou-se eficaz no tratamento de diarréias quando ocasionadas por Entamoeba 

histolytica, no entanto não foi eficaz para tratá-las quando a causa era bacteriana, resultado 

sugestivo de que essa espécie possa apresentar boa atividade antiparasitária, mas atividade 

antibacteriana insatisfatória [16]. 

Mesmo diante desses resultados, por reconhecermos que a população faz uso 

concomitante de fármacos e plantas medicinais, consideramos oportuno testar a modulação da 

atividade de antibióticos exercida pelo extrato dessas plantas.  

Para avaliar a atividade moduladora da resistência bacteriana aos antibióticos foram 

utilizados β-lactâmicos (benzapen e oxacilina) e aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina). 

O benzapen e a oxacilina são antibióticos da classe dos  β-lactâmicos cujos alvos são 

respectivamente as enzimas transpeptidase e β-lactamase. Possuem amplo espectro de ação, 

apresentam excelente perfil de segurança e são clinicamente eficazes [26]. O principal 

mecanismo de resistência aos β-lactâmicos ocorre pela produção de enzimas que promovem a 

abertura do anel β-lactâmico [27]. Os aminoglicosídeos têm como alvo a subunidade 30S 

ribossômica, inibindo a síntese proteica bacteriana [26]. A via de administração dessas drogas 

deve ser a injetável e seu uso deve ser rigidamente controlado, devidos aos seus efeitos 
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tóxicos sobre os néfrons e adversos sobre a audição e o equilíbrio [28]. São eficazes contra 

bactérias Gram-negativas aeróbias [29]. 

 Nos testes de avaliação do potencial modulador da resistência bacteriana aos 

antibióticos, quando combinados os produtos naturais (DCi e IOh) com amicacina, 

gentamicina, oxacilina e benzipen frente as linhagens de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa 

multirresistentes observou-se tanto sinergismo, onde a presença do produto natural reduziu a 

CIM do antibiótico, quanto antagonismo, apresentando aumento da CIM do antibiótico na 

presença do produto natural. A redução e o aumento das CIM´s dos antibióticos nos testes de 

modulação foram comparados com as CIM´s dos antibióticos testados isoladamente, e 

ilustrados nas figuras 1, 2, 3 e 4.    

 

 
          Figura 1.CIM da amicacina e da gentamicina na ausência e presença do DCi 
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           Figura 2. CIM da oxacilina e do benzapen na ausência e presença do DCi 

  

 As figuras 1 e 2 demonstram os resultados da atividade moduladora da resistência aos 

antibióticos, utilizando o decocto de C. ipepacuanha (DCi).  A partir da análise das figuras, 

observa-se que o DCi combinado com oxacilina e o DCi com benzipen apresentaram 

sinergismo frente a todas as linhagens bacterianas testadas. Sinergismo também foi observado 

na combinação do DCi com gentamicina frente a E. coli e na combinação de DCi com 

amicacina frente a P. aeruginosa. Na combinação do DCi com amicacina testado frente a S. 

aureus e E. coli houve antagonismo, que também foi observado quando DCi foi combinado 

com gentamicina testado frente P. aeruginosa. 

 
              Figura 3. CIM da amicacina e da gentamicina na ausência e presença da IOh 
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            Figura 4. CIM da oxacilina e do benzapen na ausência e presença da IOh 

  

 Quanto aos testes de modulação utilizando a IOh demonstrados nas figuras 3 e 4, 

foram observados sinergismo quando combinado IOhcom amicacina frente a E. coli e P. 

aeruginosa. Sinergismo também observado na combinação IOh com gentamicina frente S. 

aureus e E. coli. A combinação IOh com oxacilina e IOhcom benzipen apresentaram 

sinergismo quando testado frente  a todas as linhagens bacterianas, exceto na combinação 

IOhcom oxacilina frente à E. coli que apresentou antagonismo. Antagonismo foi observado 

também quando combinado IOh com amicacina e IOh com gentamicina frente à S. aureus e 

P. aeruginosa, respectivamente.  

 

Prospecção Fitoquímica 

 

 

A presença de compostos fenólicos e flavonoides em produtos naturais, alterando a 

fluidez da membrana celular, pode ser a responsável pela atividade moduladora da resistência 

bacteriana aos aminoglicosídeos [30,31]. Os produtos naturais estudados tiveram alguns dos 

seus compostos identificados por CLAE; em ambos observou-se a presença de compostos 

fenólicos e flavonoides. A análise cromatográfica por CLAE do decocto liofilizado de C. 

ipepacuanha (DCi) revelou a presença do ácido gálico (tempo de retenção - t R = 11,27 min; 

pico 1), ácido clorogênico (tR = 15,64 min; pico 2), ácido caféico (tR = 23,81 min; o pico 3), 

ácido elágico (tR = 34.05min; pico 4), rutina (tR = 38,29 min; pico 5), a quercetina (tR = 

50,37 min; pico 6) e luteolina (tR = 55,12 min; pico 7), demonstrado na Figura 5 e na Tabela 

1. Também foi obtido o perfil de HPLC da infusão liofilizada de O. hamiltonii (IOh) (Figura 6 
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e Tabela 2). O produto natural IOh apresentou os seguintes compostos: ácido gálico (tempo de 

retenção, tR = 10,15 min, pico 1), o ácido clorogénico (tR = 18,63 min, pico 2), ácido caféico 

(tR = 22,07 min, pico 3) , ácido elágico (tR = 30,26 min, pico 4), a rutina (tR = 38,11 min, 

pico 5), quercetina (tR = 44,76 min, pico 6) e luteolina (tR = 47,19 min, pico 7). 

 
Figura 5 - Perfil de cromatografia líquida de alto desempenho do decocto liofilizado de C. ipepacuanha (DCi). 

O ácido gálico (pico 1), catequina (pico 2), ácido caféico (3 pico), ácido elágico (pico 4), a rutina (pico 5), 

quercetina (pico 6) e luteolina (pico 7). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Perfil de cromatografia líquida de alto desempenho representante da infusão liofilizada de 

O. hamiltonii (IOh). O ácido gálico (pico 1), ácido clorogênico (pico 2), ácido caféico (3 pico), ácido 

elágico (pico 4), quercetina (pico 5), quercetina (pico 6) e luteolina (pico 7). 

 

Tabela 2- Componentes do decocto liofilizado de C. ipepacuanha (DCi) 

Compostos 
DCi  LOD LOQ 

mg/g  g/mL g/mL 

Ácido gálico  1,13 ± 0,02 
a
  0,008 0,027 

Ácido clorogênico 0,84 ± 0,01 
b
  0,019 0,063 

Ácido caféico 4,79 ± 0,01 
c
  0,017 0,059 

Ácido elágico 4,05 ± 0,03 
d
  0,021 0,070 

Rutina 6,37 ± 0,01 
e
  0,023 0,075 

Quercetina 5,19 ± 0,02 
f
  0,015 0,048 

Luteolina 2,08 ± 0,04 
g
  0,007 0,023 

Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP) de três 

determinações. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de 

Tukey p <0,05 
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Table 3 – Componentes da infusão liofilizada de O. hamiltonii (IOh) 

Compounds 
IOh  LOD LOQ 

mg/g  g/mL g/mL 

Ácido gálico  5,19 ± 0,01 
a
  0,013 0,043 

Ácido clorogênico 8,07 ± 0,01 
b
  0,027 0,091 

Ácido caféico 2,83 ± 0,03 
c
  0,011 0,036 

Ácido elágico 3,16 ± 0,02 
d
  0,009 0,030 

Rutina 2,79 ± 0,01 
c
  0,024 0,079 

Quercetina 6,45 ± 0,04 
e
  0,018 0,060 

Luteolina 0,91 ± 0,01 
f
  0,015 0,048 

 

Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP) de três 

determinações. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de 

Tukey p <0,05 

 

 

 

Conclusão 

 

 Os testes de avaliação do potencial modulador demonstram resultados significativos 

em que o DCi + oxacilina e o DCi + benzipen apresentaram sinergismo frente a todas as 

bactérias testadas; houve ainda sinergismo quando combinados o DCi + gentamicina conta E. 

coli e DCi + amicacina contra S. aureus. A combinação IOh com os antibióticos permitiu 

efeito sinérgico frente a quase todas as linhagens bacterianas. 
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CAPITULO 5: 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em sua maioria os vendedores dos mercados públicos no Triângulo Crajubar eram do 

sexo feminino, apresentavam idade superior a 40 anos e o nível de escolaridade predominante 

foi o 1º grau incompleto. Avaliando os informantes desse estudo como detentores de 

conhecimento sobre plantas medicinais, a transmissão de informações ocorreu 

predominantemente de forma oral e observacional, tanto verticalmente, onde estas foram 

transmitidas de uma geração a outra em uma mesma família como horizontalmente, pelo 

contato dos vendedores com os usuários/compradores, demonstrando que os mercados 

públicos como espaços de convivência contribuem para a disseminação dos hábitos culturais 

da população.  

As espécies vegetais representam um relevante recurso terapêutico local. Os 

vendedores indicaram 91 espécies úteis para fins terapêuticos, representando 49 famílias 

botânicas e 89 gêneros. Dentre as famílias, a Fabaceaea foi a mais representativa em relação 

ao número de espécies citadas. Das treze espécies mais versáteis, oito atingiram até cinco 

categorias de uso: Ximenia americana, Lippia gracillis, Stryphnodendron rotundifolium, 

Anacardium occidentale, Hymenaea courbail, Myracrodruon urundeva, Amburana 

cearenses, Himatanthus drasticus. Dois fatores são preocupantes sob o ponto de vista da 

conservação dos recursos naturais: o intenso comércio das cascas de seis dessas espécies, 

exceto da Lippia gracillis e da Himatanthus drasticus, e o fato de seis delas serem nativas da 

região, com exceção da Ximenia americana e Hymenaea courbail. 

Entre os vendedores prevaleceu a ideia não verídica de que “o natural não faz mal”. Os 

modos de preparo mais citados foram decocção, infusão e parte da planta submersa em água. 

As partes vegetais mais vendidas foram cascas e folhas. A forma de administração mais 

comum foi a oral. Foram obtidas 291 indicações de uso em 13 categorias de doenças; a 

categoria com o maior valor de consenso entre os vendedores foi a dos transtornos do sistema 

digestório.  

A partir do perfil por cromatografia líquida de alta eficiência foi possível observar 

compostos fenólicos e flavonóides na infusão de Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin 

& Staples (IOh) e no decocto de Cephaelis ipecacuanha Rich. (DCi).  Na IOh, os 

constituintes observados foram: ácido gálico, ácido clorogênico, ácido caféico, ácido elágico, 

rutina, quercetina e luteolina. No DCi, foram identificados: ácido gálico, ácido clorogênico, 

ácido caféico, ácido elágico, rutina, quercetina e luteolina. 
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O rendimento do óleo de Lippia gracilis (OELG) extraído de folhas secas foi 

consideravelmente superior ao das folhas frescas, sendo de 2,6% e 0,6% respectivamente. A 

análise do OELG por cromatografia gasosa acoplada à espectrofotometria de massas 

identificou os componentes químicos presentes nos óleos essenciais extraídos das folhas 

frescas e secas dessa espécie sendo os majoritários respectivamente: timol (44,4%; 21,3%), 

carvacrol (22,2%; 20,09%), p- cimeno (6,2%; 8,6%), α-pineno (5,7%;19,4%) e β-cariofileno ( 

5,6%; 3,6%). Pode-se concluir que a secagem das folhas interfere tanto no rendimento do óleo 

essencial quanto no teor dos constituintes químicos.O horário da coleta das folhas de Lippia 

gracilis Schauer também é fator que influencia a quantificação dos princípios ativos presentes 

no óleo, verificando-se que o horário de maior expressão do timol foi no óleo obtido das 

folhas coletadas às 7 horas, enquanto do carvacrol, foi na coleta realizada às 10 horas. 

A IOh apresentou elevada atividade leishmanicida e tripanossomicida em 

concentrações iguais ou acima de 250 µg/mL, destacando-se a atividade antiparasitária frente 

ao T. cruzi na concentração de 62,5 µg/mL onde a citotoxicidade foi moderada. No geral, a 

citotoxicidade desse produto natural permite-nos sugerir que sejam realizados estudos para 

avaliar a sua atividade anticancerígena.  

Os produtos naturais IOh e DCi não apresentarem atividade antibacteriana 

clinicamente relevante para os métodos testados, no entanto os testes de avaliação do 

potencial modulador demonstram resultados significativos em que o DCi + oxacilina e o DCi 

+ benzipen apresentaram sinergismo frente a todas as bactérias testadas; houve ainda 

sinergismo quando combinados o DCi + gentamicina contra E. coli e DCi + amicacina contra 

S. aureus. A combinação IOh com os antibióticos permitiu efeito sinérgico frente a quase 

todas as linhagens bacterianas. 

O OELG apresentou atividade antimicrobiana significativa contra todas as cepas 

testadas. Pelos métodos do contato direto e do contato gasoso, a combinação do óleo com os 

aminoglicosídeos, houve efeito sinérgico em várias combinações. Estes resultados 

demonstram que as substâncias naturais presentes no EOLG têm a capacidade de modular a 

resistência bacteriana e podem ser usadas como uma terapia alternativa contra micro-

organismos multirresistentes, tais como S. aureus, Escherichia coli e P. aeruginosa. 

As espécies botânicas e seus metabólitos secundários representam uma ampla fonte de 

elementos a serem investigados em pesquisas na área da Bioprospecção de Produtos Naturais, 

principalmente quando guiadas pelo conhecimento que as comunidades locais detêm a 

respeito do uso medicinal das plantas. No entanto, estudos etnofarmacológicos não podem 

estar alicerçados somente na busca por substâncias promissoras para as indústrias química e 
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farmacêutica; é imprescindível que o conhecimento popular seja registrado de forma isenta 

assegurando a perpetuação de informações que fazem parte da sociobiodiversidade de um 

povo. E mesmo que as práticas informais de saúde de uma população não sejam validadas 

cientificamente por métodos laboratoriais, elas continuam sendo válidas dentro de um 

contexto cultural. Por outro lado, quando dessas informações resultarem benefícios, estes 

precisam primordialmente ser compartilhados com os detentores locais do conhecimento. 
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laboratory Studies on drug toxicity to the host (either on single host cells or whole 

organism) Reports on toxicity in the field Computational approaches to drug discovery or 

drug-target identification Development of assays directed at screening for inhibitors Drug 

combination studies Natural products as anti-parasitic agents Bioactive products 

produced by parasites Use of live parasites as immunomodulatory agents Epidemiological 

aspects of the emergence and spread of parasite drug resistance Human clinical trials 
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INTRODUCTION 

The International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance 
publishes the results of original research in the area of anti-parasite drug identification, 

development and evaluation, and parasite drug resistance. The journal also covers research 

into natural products as anti-parasitic agents, and bioactive parasite products. Studies can be 

aimed at unicellular or multicellular parasites of human or veterinary importance. Because 
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of its breadth of organism coverage, all contributions should include relevant information 

about the parasite of interest in order to be comprehensible to non-experts in the particular 

subject of the articles. 

Types of article 
The principal form of publication is the full length article which contains substantial 

results from a major program of research. The journal also accepts brief reports that have 

similar subject scope as the full-length article, but do not merit a full-length publication. 
 

In addition, the journal provides a medium for highlighting selected articles reporting highly 

significant original findings, as Editor's Choice Manuscripts. It also commissions articles with 

emphasis on shorter, focused Reviews of topical issues and strategically important subjects. 

The journal encourages critical comment and debate on matters of current controversy in 

the area of parasite drug resistance and anti-parasite drugs via "Short Communication". 

Contact details for submission 
General enquiries prior to submission should be directed to the Editorial Office: 

IJPDDR@elsevier.com 

BEFORE YOU BEGIN 
Ethics in publishing 
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see 

http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-

authors/ethics. 

Policy and ethics 

Care of experimental animals. It is the responsibility of authors to ensure 

that their practices conform with their national animal ethics guidelines. Submitted papers 

must contain precise details on the care and use of animals and of experimental procedures, 

especially interventions such as surgery and tissue sampling, and methods of euthanasia. 

Referees are asked to indicate whether there is any reason to consider that experimental 

animals were not well treated or care not taken to avoid distress, and papers may ultimately 

be rejected on such grounds. 
 

Clinical studies. If the work involves the use of human subjects, the author should 

ensure that the manuscript contains a statement that all procedures were performed in 

compliance with relevant laws such as The Code of Ethics of the World Medical 

Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans 
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html and institutional 

guidelines and that the appropriate institutional committee(s) has approved them. Authors 

should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for 

experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always 

be observed. 

Conflict of interest 
All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any 

financial, personal or other relationships with other people or organizations within three 

years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be 

perceived to influence, their work. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. 

Further information and an example of a Conflict of Interest form can be found at: 

http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923. 

The required form can be downloaded at: http://ees.elsevier.com/ijpddr/img/COI.pdf. 

You will be asked to upload the completed and signed form as part of the submission 

process. The corresponding author may sign on behalf of all the authors. 

Submission declaration and verification 
Submission of an article implies that the work described has not been published previously 

mailto:IJPDDR@elsevier.com
http://www.elsevier.com/publishingethics
http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics
http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923
http://ees.elsevier.com/ijpddr/img/COI.pdf
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(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or 

as an electronic preprint, see http://www.elsevier.com/sharingpolicy), that it is not under 

consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and 

tacitly or explicitly by the  responsible authorities where the work was carried out, and 

that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any 

other language, including electronically without the written consent of the copyright-

holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection 

service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect. 

Changes to authorship 
This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the 

authorship of accepted manuscripts: 

Before the accepted manuscript is published: Requests to add or remove an 

author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the 

corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name 

should be added or removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation 

(e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or 

rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation 

from the author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding 

author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who must 

follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the 

Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an 

online issue is suspended until authorship has been agreed. 

After the accepted manuscript is published : Any requests to add, delete, or 

rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same 

policies as noted above and result in a corrigendum. 

Copyright 
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License 

Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). 

Permitted third party reuse of open access articles is determined by the author's choice 

of user license (see http://www.elsevier.com/openaccesslicenses). 
 

Author rights 

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. 

For more information on author rights please see http://www.elsevier.com/copyright. 

Role of the funding source 
You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research 

and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in 

study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the 

report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had 

no such involvement then this should be stated. 

Funding body agreements and policies 
Elsevier  has  established  a  number  of  agreements  with  funding  bodies  which  allow  

authors to comply with  their  funder's  open  access  policies.  Some  authors  may  also  be  

reimbursed for associated publication fees. To learn more about existing agreements please 

visit http://www.elsevier.com/fundingbodies. 

Open access 
This is an open access journal: all articles will be immediately and permanently free for 

everyone to read and download. To provide open access, this journal has an open access fee 

(also known as an article publishing charge APC) which needs to be paid by the authors 

or on their behalf e.g. by their research funder or institution. Permitted third party (re)use is 

defined by the following Creative Commons user licenses (see 

http://www.elsevier.com/sharingpolicy)
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect
http://www.elsevier.com/OAauthoragreement)
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses)
http://www.elsevier.com/copyright
http://www.elsevier.com/fundingbodies
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http://www.elsevier.com/openaccesslicenses): 
Creative Commons Attribution (CC BY) 

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised 

versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), 

include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for 

commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as 

endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to 

damage the author's honor or reputation. 
Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND) 

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a 

collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided 

they do not alter or modify the article. 

 

The open access publication fee for this journal is USD 1750, excluding taxes. Learn 

more about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing. 

Language (usage and editing services) 
Please write your text in good English (American  or  British  usage  is  accepted,  but  not  

a mixture of  these).  Authors  who  feel  their  English  language  manuscript  may  require  

editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform  to  correct  

scientific English may wish to use the English Language Editing service available 

from Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our 

customer support site (http://support.elsevier.com) for more information. 

Submission 
Submission to this journal proceeds totally online at http://ees.elsevier.com/ijpddr and you 

will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system 

automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is used in the 

peer-review process. Please note that even though manuscript source files are converted 

to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for further 

processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's 

decision and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail. 
 

The final pdf should be no larger than 5 MB. 

If file size cannot be reduced to less than 10 MB, the author should contact the IJPDDR 

Editorial Office for instructions (IJPDDR@elsevier.com). 
 

Required Information: 

Name, affiliation, email, telephone and fax numbers and mail address information for one 

corresponding author. 

This must be the same person nominated as corresponding author on the manuscript title 

page and this person must submit the manuscript on-line. 

The corresponding author, through the web access, is responsible for actions with respect 

to each paper. E-mail prompts will be delivered only to the corresponding author. Articles 

can also be tracked by the corresponding author via the online system. 

Name and affiliations of all other authors. 

Cover letter is mandatory for all submissions and should address the novelty, significance of 

the work. Order of files 

Manuscript should contain (in order) Title, Authors and addresses, Corresponding Author and 

address, Abstract, Keywords. In numbered sections: 1. Introduction; 2. Materials and 

methods; 3. Results; 4. Discussion; then Acknowledgements; References; Legends to 

Figures. Tables with their legends (in separate or combined files, numbered, in order). 

Figures (in separate files); preferred formats: JPEG, EPS or PDF. Supplementary and 

http://www.elsevier.com/openaccesslicenses)
http://www.elsevier.com/openaccesspricing
http://webshop.elsevier.com/languageediting/)
http://ees.elsevier.com/ijpddr
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multimedia files. 
 

Format 
 

The preferred format for the text is Microsoft Word. The title page, abstract and text 

should be formatted with line numbers. The manuscript should be formatted to A4 size paper, 

in English, double spaced and with 2 cm margins. 
 

Further journal requirements 
 

During submission you will also have to confirm that all authors have read the manuscript 

and accept responsibility for its contents and agree to an 'Ethics in Publishing' document. 

Referees 
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 3 

potential referees. Note that the Editors retain the sole right to decide whether or not the 

suggested reviewers are used. 

 
PREPARATION 
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as 

possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. 

However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, 

if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a 

grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The 

electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional 

manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: 

http://www.elsevier.com/guidepublication. Note that source files of figures, tables and text 

graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. 

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and 

"grammar-check" functions. 

Article structure 
Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be 

numbered 

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). 

Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any 

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate 

line. 
Introduction 

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed 

literature survey or a summary of the results. 
Material and methods 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published 

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 
Results 

Results should be clear and concise. For brief reports, the Results and Discussion sections 

need to be combined. 
Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined 

Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and 

discussion of published literature. 
Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which 

http://www.elsevier.com/guidepublication
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may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section. 
Appendices 

This journal does not publish appendices. Information should be included within the 

manuscript text or provided as supplementary material. 

Essential title page information 
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval 

systems. Avoid abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and 

family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. 

Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the 

names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after 

the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal 

address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail 

address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address 

is given and that contact details are kept up to date by the corresponding 

author. 

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in 

the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent 

address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which 

the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 

 

Abstract 

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose 

of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented 

separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References 

should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or 

uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their 

first mention in the abstract itself. The maximum length of the abstract is 300 words. 

Graphical abstract 
A graphical abstract is mandatory for this journal. Authors should supply a thumbnail image 

for all types of manuscripts. Articles accepted for publication will be featured via a copy of the 

article abstract together with a thumbnail image to direct people to the manuscript. An image 

that serves to illustrate the theme of the paper is desired. It can be a figure from the paper or a 

related image that typifies the content of the paper. Authors must supply the thumbnail 

image separately as an electronic file. The maximum final dimensions of the thumbnail 

image will be 5 cm x 5 cm. Please consider readability after reduction, especially if using 

one of the figures from the article itself. 

Highlights 
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet 

points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate 

editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and 

include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See 

http://www.elsevier.com/highlights for examples. 

Keywords 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and 

avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). 

Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be 

eligible. These keywords will be used for indexing purposes. 

Abbreviations 
Avoid the use of abbreviations, but if necessary, authors should use the list (click here to see 

http://www.elsevier.com/highlights
http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/paragfaAbbreviations2010.pdf
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list) as a guide to those terms that need not be given in full, or define each abbreviation on 

first use. 

Acknowledgments 
Authors should provide confirmation of consent from persons acknowledged in 

manuscripts for example personal communications. This can be provided in a covering 

letter or by e-mail to the editorial office. 

Units 
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units 

(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. 

Footnotes 
Footnotes should only be used in tables. Indicate each footnote in a table with a superscript 

lowercase letter. 

Artwork Electronic artwork General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 

• Embed the used fonts if the application provides that option. 

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, 

Symbol, or use fonts that look similar. 

• Number the illustrations according to their sequence in the text. 

• Use a logical naming convention for your artwork files. 

• Provide captions to illustrations separately. 

• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version. 

• Submit each illustration as a separate file. 

A detailed guide on electronic artwork is available on 

our website: 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are 

given here. 

Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, 

Excel) then please supply 'as is' in the native document format. 

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic 

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats 

(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone 

combinations given below): 

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. 

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi. 

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 

1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), 

keep to a minimum of 500 dpi. 
Please do not: 

• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these 

typically have a low number of pixels and limited set of colors; 

• Supply files that are too low in resolution; 

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Color Artwork 

Illustrations of all kinds should be listed together under ′ Legend to Figures′ numbered 

consecutively and their positions indicated in the text. Figures should be high quality, of an 

adequate size to ensure clarity, and letters and numbers should be at least 4 mm in height. 

Magnification should be indicated by inclusion of a scale bar in the figure and its value 

should be indicated on the figure or in the legend. Each figure should be obvious from its file 

name. If images have been altered, describe the nature of changes made and software used. 

This information should be included in the ′ Materials and methods 

' section of the manuscript. 

http://www.elsevier.com/inca/publications/misc/paragfaAbbreviations2010.pdf
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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Illustration services 
Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices)  offers  Illustration 

Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality 

of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce 

scientific, technical and medical- style images, as well as a full range of charts, tables and 

graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and 

improve them to a professional standard. Please visit the website to find out more. 
Figure captions 

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the 

figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of 

the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all 

symbols and abbreviations used. 

Tables 
Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next 

to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables 

consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes 

below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented 

in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using 

vertical rules. 

References 
Correct references are the responsibility of the author. Please ensure that all references cited 

in the text are included in the reference list. 
 

References in the text start with the name of the author(s), followed by the publication 

date in brackets, e.g. 'Combes (2001) has shown the importance of ...', or '... has been 

described (Combes, 2001; Kumar et al., 2004) ...', using date order. More than one paper 

from the same author in the same year must be identified by the letters a, b, c, etc., placed 

after the year of publication. In the text, when referring to a work by two authors, use 

(Sangster and Dobson, 2002) or for more than two authors, the name of the first author 

should be given followed by et al. 
 

The references in the reference list should be in alphabetical order. References to journal 

articles should contain names and initials of all author(s), year of publication, article title, 

abbreviation of the name of the journal, volume number and page numbers. 
 

Unpublished data, personal communications and papers ′ in preparation′ or ′ submitted′ , 

abstracts (whether published or not) and these should not be listed in the references (but may 

be incorporated at the appropriate place in the text); work "in press" may be listed only if it 

has been accepted for publication. Personal communications must be accompanied by a 

letter or e-mail from the named person(s) giving permission to quote such information. 

References to books should also include the title (of series and volume), initials and names 

of the editor(s) and publisher and place of publication. 
 

Examples: 

 

Combes, C., 2001. Parasitism. The ecology and evolution of intimate 

interactions. University of Chicago Press, Chicago and London. 
 

Kumar, N., Cha, G., Pineda, F., Maciel, J., Haddad, D., Bhattacharyya, M.K., 

Nagayasu, E., 2004. Molecular complexity of sexual development and gene 

regulation in Plasmodium falciparum. Int. J. Parasitol. 34, 1451-1458. 
 

http://webshop.elsevier.com/illustrationservices)
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Pettersson, E.U., Ljunggren, E.L., Morrison, D.A., Mattsson, J.G., in press. 

Functional analysis and localisation of a delta-class glutathione S-transferase from 

Sarcoptes scabiei. Int. J. Parasitol. 
 

Sangster, N.C., Dobson, R.J., 2002. Anthelmintic resistance. In: Lee, D.L. 

(Ed.), The biology of nematodes. Taylor and Francis, London and New York, pp. 

531-567. 
Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference 

list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. 

Unpublished results and personal communications are not recommended in the 

reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in 

the reference list they should follow the standard reference style of the journal 

and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished 

results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that 

the item has been accepted for publication. 
Web references 

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was 

last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, 

reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references to 

published articles can be included in the reference list. Other web references such as 

software programs, databases and individual web pages, should have the 

reference details included at the appropriate place within the text. 
Reference management software 

Most  Elsevier  journals   have   a   standard   template   available   in   key   

reference management   packages.   This   covers   packages   using   the    Citation    

Style    Language, such  as  Mendeley  

(http://www.mendeley.com/features/reference-manager)  and   also  others like 

EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager 

(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing 

packages which are available from the above sites, authors only need to select the 

appropriate journal template when preparing their article and the list of references 

and citations to these will be formatted according to the journal style as described 

in this Guide. The process of including templates in these packages is constantly 

ongoing. If the journal you are looking for does not have a template available 

yet, please see the list of sample references and citations provided in this Guide to 

help you format these according to the journal style. 

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the 

reference style for this journal by clicking the link below: 

http://open.mendeley.com/use-citation-style/international-journal-for-parasitology-drugs-and-

drug-resistanc When preparing your manuscript, you will then be able to select this style 

using the Mendeley plug- 

ins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about the Citation 

Style Language, visit http://citationstyles.org. 
Journal abbreviations source 

Journal names should be abbreviated according to the NLM catalogue: 

http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html. 

Video data 
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and 

enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that 

they wish to submit with their article are strongly encouraged to include these 

http://www.mendeley.com/features/reference-manager)
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp)
http://refman.com/support/rmstyles.asp)
http://open.mendeley.com/use-citation-style/international-journal-for-parasitology-drugs-and-drug-resistanc
http://open.mendeley.com/use-citation-style/international-journal-for-parasitology-drugs-and-drug-resistanc
http://citationstyles.org/
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html
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within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or 

table by referring to the video or animation content and noting in the body text 

where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that 

they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or 

animation material is directly usable, please provide the files in one of our 

recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and 

animation files supplied will be published online in Elsevier Web products, 

including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com Please supply 'stills' with 

your files: you can choose any frame from the video or animation or make a 

separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize 

the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video 

instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

AudioSlides 
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published 

article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the 

online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their 

research in their own words and to help readers understand what the paper is about. More 

information and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of 

this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides 

presentation after acceptance of their paper. 

Supplementary data 
For non-integrated supplementary files, a footnote should be typed on the title page of the 

manuscript: 

' Note: Supplementary data associated with this article. A copy of supplementary material 

should be submitted at the same time as the manuscript. Preferred formats are Microsoft 

Office for text or graphics and AVI for movie files. Maximum size of files is 10 MB. If 

files cannot be reduced to 10MB, authors should contact the IJPDDR Editorial Office at 

IJPDDR@elsevier.com. Please submit the supplementary data as one file containing all the 

supplementary figures and tables. 

Database linking 
Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers 

access to relevant databases that help to build a better understanding of the described 

research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your 

article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See 

http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported 

databases. 

Submission checklist 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to 

the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item. 
Ensure that the following items are present: 

One Author designated as corresponding Author: 
• E-mail address 

• Full postal address 

• Telephone and fax numbers 

• Keywords 

• All figure captions 

• All tables (including title, description, footnotes) Further considerations 

• Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked" 

• References are in the correct format for this journal 

• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 

(including the Web). 

http://www.sciencedirect.com/
http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://www.elsevier.com/audioslides
mailto:IJPDDR@elsevier.com
http://www.elsevier.com/databaselinking
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AFTER ACCEPTANCE 
Use of the Digital Object Identifier 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. 

The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a 

document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI 

never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 

'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information. The 

correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the 

journal Physics Letters B): 

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059 

Ifyou use the DOI to create hyperlinks to documents on the web, they are guaranteed never to 

change. 

Online proof correction 
Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, 

allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS 

Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer 

questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone 

process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential 

introduction of errors. 

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All 

instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative 

methods to the online version and PDF. 

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please 

use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the 

text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will 

only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure 

that all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before 

replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is 

solely your responsibility. 

Offprints 
The corresponding author, at no cost, will  be  provided  with  a  personalized  link  

providing 50 days free access to the final published version of the article on 

ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks. 

For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is 

sent once the article is  accepted  for publication. Both corresponding and co-authors 

may order offprints at any time via Elsevier's WebShop 

(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies 

of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate 

multiple articles within a single cover 

(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets). 

Additional information 

Submission of sequence data to databases 
Novel nucleotide or protein sequence data must be deposited in the GenBank™ , 

EMBL or DDBJ databases and an accession number obtained before the paper can be 

accepted for publication. Submission to any one of the collaborating databanks is sufficient 

to ensure entry in all. The accession number should be included as a footnote on the title 

page of the manuscript: 'Note: Nucleotide sequence data reported in this paper are available 

in the GenBank™ , EMBL and DDBJ databases under the accession number(s)'. If requested 

the database will withhold release of data until publication. The usual method for submitting 

sequence data is by the World Wide Web to either GenBank (via BankIt: 

http://www.sciencedirect.com/
http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints)
http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/), EMBL (via WebIn: 

http://www.ebi.ac.uk/subs/allsubs.html) or to DDBJ (via SAKURA: 

http://sakura.ddbj.nig.ac.jp/). Special types of submissions, such as genomes, bulk 

submissions, segmented sets, and population/phylogenetic/mutation studies, can be more 

easily prepared with the Sequin programme (available from the above Web sites). Authors 

are encouraged by the databases to update their entries as the need arises. 
 

GenBank/DNA sequence linking. In order for automatic links to be made 

between papers and GenBank, authors should type the accession number in bold, underlined 

text. Letters in the accession number should always be capitalised. (See the example). When 

published they will appear in normal type. 
 

Example: ′ GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and 

BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. 

BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)′ . 
 

Additionally, any multiple alignments of nucleotide or protein data must be 

submitted to a recognised database and must also receive a unique accession number. The 

accession number can appear in the text in the relevant section of the Results, as: ′ 

Alignment files are available  by anonymous FTP from FTP.EBI.AC.UK in 

directory/pub/databases/embl/align or via the EMBLALIGN database via SRS at 

http://srs.ebi.ac.uk; under accession(s)′ . The usual method for submitting alignments is 

by the World Wide Web to the European Bioinformatics  Institute (via Webin- 

Align: http://www.ebi.ac.uk). Microarray data, in MIAME-compliant  format, should 

be submitted to ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) or GEO 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Accession identifiers relating to the data should be 

provided in the manuscript text. 

Policy on bioinformatics papers. In silico analysis: The following 

guidelines apply to papers that exclusively use in silico analysis or rely heavily on this 

approach for analysis and conclusions. Such papers should address a significant 

biological issue or issues. Bioinformatic data should be supported by novel or published 

biological data. Work would typically use information from a number of databases and even 

from a number of parasite or host species and use a number of analytical methods. Types 

of ′ metaanalysis′ are encouraged either across a wide range of parasites or, say, at a 

number of points in a metabolic or signalling pathway or an immune cascade. In silico 

analysis may be especially suitable for review articles. 
Guidelines for reporting of protein identifications using mass spectrometry 

The following information should be provided for protein or peptide identifications 

using mass spectrometry: 
 

1. The program, and version number, used to create peak lists and the parameters used in 

the creation of the list. 

2. The program, and version number, of the program used for database searching. 

Parameters used for searching should be specified, including, but not limited to, 

precursor-ion mass tolerance, fragment- ion mass tolerance, modifications allowed for, 

missed cleavages and enzymes used in protein cleavage. 

3. The name and version number of the sequence database used in searches. If a 

custom-made database is used then complete information on the origin of the 

sequences and database size should be disclosed. Given the dependence of scoring on 

database size, the use of a small database, or one excluding contaminants, should be 

justified. 4. A short description of the methods use to interpret the significance of 

search results, including any statistical analysis, confidence thresholds and other 

values specific to judging the certainty of the identification. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/)
http://www.ebi.ac.uk/subs/allsubs.html)
http://sakura.ddbj.nig.ac.jp/)
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
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5. For large-scale experiments a false-positive determination should be reported. This 

may be the result of randomized database searches or other approaches. 

6. Each protein identification should include the accession number, score generated 

by the search algorithm used, sequence coverage and the number of unique peptide 

sequences assigned in the protein identification. 

7. Single peptide identifications should include an annotated MS/MS spectrum 

showing fragment assignments together with the peptide sequence, precursor mass, 

charge and error. 

8. Identifications arising from peptide mass fingerprinting should include an annotated 

mass spectrum. The number of matched peaks, the number of unmatched peaks and the 

sequence coverage should also be reported along with all parameters and thresholds 

used to analyse the data. This includes mass accuracy, resolution, calibration 

methods, contaminant exclusions along with the scoring scheme used and measure 

of the false-positive rate. 

Author inquiries 
For inquiries relating to IJPDDR please contact the Managing Editor of IJPDDR at: 

IJPDDR@elsevier.com. You can track accepted articles at 

http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an 

article's status has changed. Also accessible from here is information on copyright, frequently 

asked questions and more. Contact details for questions arising after acceptance of an 

article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. 
© Copyright 2014 Elsevier | 
http://www.elsevier.com 
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ANEXO C: Normas para publicação no periódico BioMed 

 

BioMed Central’s online submission system makes the process of publishing research in 

BioMed Central's journals simple and efficient. To help, there is a quick instructions 

guide outlining the key aspects of the online submission process, including tips and advice, 

plus links out to additional pages for more information. 

For full detailed instructions for authors for each journal use the drop down menu below to 

choose the relevant journal and then click the 'Instructions for Authors' button. 

Submit a manuscript 

Parte inferior do formulário 

Quick instructions guide 

Online submission | Manuscript preparation | Illustration/figure preparation | Submitting your article 

Online submission 

BioMed Central journals use online submission. The submission process is compatible with 

all major web browsers and can be used from PC, Mac, or Unix platforms. 

Files can be submitted as a batch, or one by one. The submission process can be interrupted at 

any time: when users return to the site, they can carry on where they left off. 

Manuscript preparation 

Word processing formats 

The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript document 

for all of BioMed Central journals: 

 Microsoft word (DOC, DOCX) 

 Rich text format (RTF) 

 TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template) 

Please visit My BioMed Central for instructions for uploading files. 

Please note that figures and additional files must be submitted as separate files, not as part of 

the main manuscript file. See the Additional Files Quick Reference for more information. 

Illustration/figure preparation 

Each figure should be submitted as a separate graphics file. If a figure consists of separate 

parts, it is important that a single composite illustration file is submitted that contains all parts 

of the figure. 

http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#qig
http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#qig
http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#submission
http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#manuscript
http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#figures
http://www.biomedcentral.com/authors/instructions#submitting
http://www.biomedcentral.com/authors/tex
http://www.biomedcentral.com/my
http://www.biomedcentral.com/authors/additionalfilesquickreference


126 
 

Illustration file formats 

All of BioMed Central's journals accept the following formats for figure files: 

 EPS (preferred format for diagrams) 

 PDF (also especially suitable for diagrams) 

 TIFF (for photographs and screen dumps, 300 dpi if possible) 

Text within figures should usually be either Arial or Helvetica fonts; Courier may be used if a 

monospaced font is required. Text should be designed to be legible when the illustration is 

scaled to a width of 600 pixels. 

Submitting your article 

When a manuscript is ready to be submitted please go to the Submit a manuscript page and 

choose one of the peer-reviewed journals for the research article. Then follow the step by step 

process to submit the article. 
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ANEXO D: Normas para publicação no periódico Natural product research 

 

Submission of Manuscripts 

 

Submission of a paper implies that it has not been published previously, that it is 

not under consideration for publication elsewhere, and that if accepted it will not be 

published elsewhere in the same form, in English or in any other language, without 

the written consent of the publisher. 

Authors are strongly encouraged to submit their manuscripts as a single file in 

electronic form (email); all graphics and tables can be integrated into the 

manuscripts where author wishes to place them, or mail (post) to any of the 

following Editors: 

1. Dr. Pawan K. Agrawal 

Natural Product, Inc. 

7963, Anderson Park Lane 

Westerville, OH, 43081 

USA  

Email: agrawal@naturalproduct.us 

2. Professor Alejandro F. Barrero 

Department of Organic Chemistry 

University of Gandade 

Campus De Fuente Nueva, 

S/N, 18071, Granada Spain  

Email: afbarre@ugr.es 

3. Professor Alessandra Braca 

Dipartimento di Chimica Bioorganica e Biofarmacia 

Universita di Pisa,  

via Bonanno, 56125 Pisa  

Italy  

Email: braca@farm.unipi.it 

4. Professor Dean Guo 

State Key Laboratory of Natural and Biomimetic Drugs 

School of Pharmaceutical Sciences, Peking University 

mailto:agrawal@naturalproduct.us?subject=Manuscript%20Submission
mailto:afbarre@ugr.es?subject=Manuscript%20Submission
mailto:braca@farm.unipi.it?subject=Manuscript%20Submission
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Beijing 100083  

China  

Email: gda5958@163.com 

5. Professor Yoshihiro Mimaki 

School of Pharmacy 

Tokyo University of Pharmacy and Life Sciences 

Hachioji, Tokyo 192-0392 

Japan  

Email: mimakiy@ps.toyaku.ac.jp 

6. Professor Professor Stephen G. Pyne 

Department of Chemistry 

Unviversity of Wollongong 

Wollongong, New South WAles, 2522  

Australia  

Email: spyne@uow.edu.au 

7. Professor Manfred G. Reinecke 

Department of Chemistry 

Texas Christian Unviversity 

Fort Worth, Texas 76129  

USA  

Email: m.reinecke@tcu.edu 

8. Professor Yasuhiro Tezuka 

Faculty of Pharmaceutical Sciences 

Hokuriku University 

Ho-3 Kanagawa-machi 

Kanazawa 920-1181 

Japan  

Email: y-tezuka@hokuriku-u.ac.jp 

9. Professor David E.Thurston 

Department of Pharmacy and Forensic Science 

King’s College London 

Britannia House, 7 Trinity Street 

mailto:gda5958@163.com?subject=Manuscript%20Submission
mailto:mimakiy@ps.toyaku.ac.jp?subject=Manuscript%20Submission
mailto:pyne@uow.edu.au?subject=Manuscript%20Submission
mailto:m.reinecke@tcu.edu?subject=Manuscript%20Submission
mailto:y-tezuka@hokuriku-u.ac.jp?subject=Manuscript%20Submission
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London SE1 1DB 

UK  

Email: david.thurston@kcl.ac.uk 
 

Elecronic Submission: 
 

In order to speed up processing times, Authors are strongly encouraged to prepare 

their manuscripts using template and saved in PDF format to ensure the integrity of 

the file. Adobe Acrobat (full version) is required to convert files to PDF format. The 

original Word and graphic files should also be submitted. 

Manuscripts can also be submitted via email (as an attachment) without using 

template, although this is not the preferred option; all graphics and tables can be 

integrated into the manuscripts where author wishes to place them. Authors are 

encouraged to save their manuscript in PDF format. The original Word and graphic 

files should also be submitted. 

In creating the electronic version of their manuscript, authors are requested to follow 

the guidelines. The paper should be submitted as a single file, prepared with a 

standard word-processor such as Microsoft Word, with embedded tables and 

graphics. Please note that any embedded graphics must also be submitted as 

separate, original files. It is possible to submit an article in PostScript or Adobe 

Acrobat PDF format, but if article is accepted, the original source files will be 

needed. All correspondence between authors, reviewers and editors is performed by 

email and no paper correspondence is necessary. However, authors are still legally 

obliged to sign and return a physical transfer of copyright form by conventional 

mail. 

If the authors are asked to revise their manuscripts, the revised manuscript must be 

returned to the Editors within one month; otherwise, it may be deemed to be new 

and subject to further review. 

Authors are advised to keep a backup copy of both the electronic files and original 

manuscript for reference and safety since Editors cannot accept responsibility for 

damage or loss of papers. 

Suggested Referees: 

Authors are encouraged to supply the names, addresses, and email addresses of 3-4 

potential referees. Authors may also mention persons who they would prefer not to 

mailto:david.thurston@kcl.ac.uk?subject=Manuscript%20Submission


130 
 

 

review their paper. 

Submission Checklist: 
 

 Letter including statement of justification for publication 

 A single Word file conatining text, tables, and graphic materials 

 A PDF version of same file 

 Names of potential referees 

 Supporting materials as appropriate 

 Completed copyright transfer form 

Editorial Authority: 
 

The Editors reserve the right to make alterations to manuscripts submitted for 

publication. Such alterations will be made if manuscripts do not conform with 

accepted scientific standards or if they contain matter which in the opinion of the 

Editors is unnecessarily verbose or unclear. Alterations may be queried, but this will 

inevitably delay publication. 
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ANEXO E: Normas para publicação no periódico Molecules 

Instructions for authors 

  

This journal uses ScholarOne Manuscripts (previously Manuscript Central) to peer review 

manuscript submissions. Please read the guide for ScholarOne authors before making a 

submission. Complete guidelines for preparing and submitting your manuscript to this journal 

are provided below.  

 

Regular articles  

These should describe new and carefully confirmed findings, and experimental procedures 

should be given in sufficient detail for others to verify the work. The length of a full paper 

should be the minimum required to describe and interpret the work clearly. 

Short Communications  

A Short Communication is suitable for recording the results of complete small investigations 

or giving details of new models or hypotheses, innovative methods, techniques or apparatus. 

The style of main sections need not conform to that of full-length papers. Short 

communications are 2 to 5 printed pages (about 6 to 15 manuscript pages) in length. 

Reviews  

Submissions of reviews and perspectives covering topics of current interest are welcome and 

encouraged. Reviews should be concise and no longer than 4-12 printed pages (about 12 to 36 

manuscript pages). 

Peer review 

All papers are subject to peer review. The Journal has an identified panel of reviewers and 

will also seek additional reviewers as the topic of a paper requires.  

 

Citations 

Please note that all papers accepted for this journal are subject to originality checking. To 

avoid potential problems, please ensure that all citations are fully disclosed at the point of 

submission. View guide to correct citations. 

  

Regular articles  

All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages numbered starting 

from the title page. The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. 

The Title Page should include the authors' full names and affiliations, the name of the 

http://journalauthors.tandf.co.uk/submission/ScholarOne.asp
http://www.tandf.co.uk/journals/authors/citation-guide.pdf
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corresponding author along with phone, fax and E-mail information. Present addresses of 

authors should appear as a footnote. The Abstract should be informative and completely self-

explanatory, briefly present the topic, state the scope of the experiments, indicate significant 

data, and point out major findings and conclusions. 

The Abstract should be 100 to 300 words in length. Complete sentences, active verbs, and the 

third person should be used, and the abstract should be written in the past tense. Standard 

nomenclature should be used and abbreviations should be avoided. No literature should be 

cited. 

Following the abstract, about 3 to 10 key words that will provide indexing references should 

be listed. 

A list of non-standard Abbreviations should be added. In general, non-standard abbreviations 

should be used only when the full term is very long and used often. Each abbreviation should 

be spelled out and introduced in parentheses the first time it is used in the text. Only 

recommended SI  

units should be used. Authors should use the solids presentation (mg/ml). Standard 

abbreviations (such as ATP, cGMP, DNA and RNA) need not be defined. 

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant literature on 

the subject, and the proposed approach or solution. It should be understandable to colleagues 

from a broad range of scientific disciplines. 

Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be reproduced. 

However, only truly new procedures should be described in detail; previously published 

procedures should be cited, and important modifications of published procedures should be 

mentioned briefly. Capitalize trade names and include the manufacturer's name and address. 

Subheadings should be used. Methods in general use need not be described in detail. 

Results should be presented with clarity and precision. The results should be written in the 

past tense when describing findings in the authors' experiments. Previously published findings 

should be written in the present tense. Results should be explained, but largely without 

referring to the literature. Discussion, speculation and detailed interpretation of data should 

not be included in the Results but should be put into the Discussion section. 

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this and in past 

studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the paper. The 

Results and Discussion sections can include subheadings, and when appropriate, both sections 

can be combined. 

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief. 
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Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible. Tables are 

to be typed double-spaced throughout, including headings and footnotes. Each table should be 

on a separate page, numbered consecutively in Arabic numerals and supplied with a heading 

and a legend. Tables should be self-explanatory without reference to the text. The details of 

the methods used in the experiments should preferably be described in the legend instead of in 

the text. The same data should not be presented in both table and graph form or repeated in 

the text. 

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics should be 

prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF, JPEG or 

PowerPoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Tables should be prepared 

in Microsoft Word. Use Arabic numerals to designate figures and upper case letters for their 

parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include sufficient description so that the 

figure is understandable without reading the text of the manuscript. Information given in 

legends should not be repeated in the text. 

References  

In the text, a reference identified by means of an author‘s name should be followed by the 

date of the reference in parenthesis. When there are more than two authors, only the first 

author‘s name should be mentioned, followed by ’et al‘(Verma, et.al., 2010). In the event that 

an author cited has had two or more works published during the same year, the reference, both 

in the text and in the reference list, should be identified by a lower case letter like ’a‘ and ’b‘ 

after the date to distinguish the works. The list of references should be on separate page. 

Authors bear the complete responsibility for the accuracy of the references. The following 

examples illustrate the format for reference 

Pande, C. and Mathela, C.S. (2000). Chemical composition of the leaf oil of Juniperus 

communis L. from the Kumaon region. J. Essential oil Bearing Plants. 3(3): 135-138. 

Kaur, S., Dayal, R., Varshney, V.K. and Bartley, J. P. (2001). GC-MS analysis of essential 

oils of heartwood and resin of shore robusta. Planta Med. 67: 883-886. 

Adams, R.P. (1991). Cedar wood oil-analysis and properties in: Modern Methods of Plant 

Analysis-oils and waxes. Linsking H.F and Jackson, J.E.(eds.) Springer Verlag, Lernin,? pp.  

 

Adams, R.P. (1995). Identification of Essential Oil Components by Gas Chromato- graphy/ 

Mass Spectroscopy. Allured Publishing Co. Carol Stream, Illinois. 

Short Communications 
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Short Communications are limited to a maximum of two figures and one table. They should 

present a complete study that is more limited in scope than is found in full-length papers. The 

items of manuscript preparation listed above apply to Short Communications with the 

following differences: (I) Abstracts are limited to 120 words; (II) instead of a separate 

Materials and Methods section, experimental procedures may be incorporated into Figure 

Legends and Table footnotes; (III) Results and Discussion should be combined into a single 

section. 

Proofs and Reprints  

Electronic proofs will be sent (e-mail attachment) to the corresponding author as a PDF file. 

Page proofs are considered to be the final version of the manuscript. With the exception of 

typographical or minor clerical errors, no changes will be made in the manuscript at the proof 

stage. An e-copy (PDF file) of the published article will be sent to the corresponding author. 

Copyright  

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before 

(except in the form of an abstract or as part of a published lecture, or thesis) that it is not 

under consideration for publication elsewhere; that if and when the manuscript is accepted for 

publication, the authors agree to automatic transfer of the copyright to the publisher. 

 

Publication Charges 

Publication charges are applicable for all articles published in Journal of Essential Oil 

Bearing Plants. The charges are $125USD for each accepted article, with a reduced rate 

of $75USD for authors from SAARC member nations (Bangladesh, Bhutan, India, Maldives, 

Nepal, Pakistan, and Sri Lanka). Publication charges may be reduced/waived at the discretion 

of Har Krishan Bhalla & Sons. 

  

Visit our Author Services website for further resources and guides to the complete publication 

process and beyond.  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://journalauthors.tandf.co.uk/
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Anexo E: Normas periodico Journal of Essential Oil Bearing Plants 

 

 

Journal of Essential Oil Bearing Plants 

 

 

 

Co-published with Har Krishan Bhalla & Sons 

ISSN 0972-060X (Print), 0976-5026 (Online) 

Publication Frequency  
6 issues per year 

 

Instructions for authors 

 

This journal uses ScholarOne Manuscripts (previously Manuscript Central) to peer review 

manuscript submissions. Please read the guide for ScholarOne authors before making a 

submission. Complete guidelines for preparing and submitting your manuscript to this journal 

are provided below.  

 

Regular articles : These should describe new and carefully confirmed findings, and 

experimental procedures should be given in sufficient detail for others to verify the work. The 

length of a full paper should be the minimum required to describe and interpret the work 

clearly. 

Short Communications: A Short Communication is suitable for recording the results of 

complete small investigations or giving details of new models or hypotheses, innovative 

methods, techniques or apparatus. The style of main sections need not conform to that of full-

length papers. Short communications are 2 to 5 printed pages (about 6 to 15 manuscript 

pages) in length. 

Reviews: Submissions of reviews and perspectives covering topics of current interest are 

welcome and encouraged. Reviews should be concise and no longer than 4-12 printed pages 

(about 12 to 36 manuscript pages). 

Peer review: All papers are subject to peer review. The Journal has an identified panel of 

reviewers and will also seek additional reviewers as the topic of a paper requires.  

 

Citations: Please note that all papers accepted for this journal are subject to originality 

checking. To avoid potential problems, please ensure that all citations are fully disclosed at 

the point of submission. View guide to correct citations. 

  

http://journalauthors.tandf.co.uk/submission/ScholarOne.asp
http://www.tandf.co.uk/journals/authors/citation-guide.pdf
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Regular articles: All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages 

numbered starting from the title page. The Title should be a brief phrase describing the 

contents of the paper. The Title Page should include the authors' full names and affiliations, 

the name of the corresponding author along with phone, fax and E-mail information. Present 

addresses of authors should appear as a footnote. The Abstract should be informative and 

completely self-explanatory, briefly present the topic, state the scope of the experiments, 

indicate significant data, and point out major findings and conclusions. 

The Abstract should be 100 to 300 words in length. Complete sentences, active verbs, and the 

third person should be used, and the abstract should be written in the past tense. Standard 

nomenclature should be used and abbreviations should be avoided. No literature should be 

cited. Following the abstract, about 3 to 10 key words that will provide indexing references 

should be listed. 

A list of non-standard Abbreviations should be added. In general, non-standard abbreviations 

should be used only when the full term is very long and used often. Each abbreviation should 

be spelled out and introduced in parentheses the first time it is used in the text. Only 

recommended SI units should be used. Authors should use the solids presentation (mg/ml). 

Standard abbreviations (such as ATP, cGMP, DNA and RNA) need not be defined. 

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant literature on 

the subject, and the proposed approach or solution. It should be understandable to colleagues 

from a broad range of scientific disciplines. 

Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be reproduced. 

However, only truly new procedures should be described in detail; previously published 

procedures should be cited, and important modifications of published procedures should be 

mentioned briefly. Capitalize trade names and include the manufacturer's name and address. 

Subheadings should be used. Methods in general use need not be described in detail. Results 

should be presented with clarity and precision. The results should be written in the past tense 

when describing findings in the authors' experiments. Previously published findings should be 

written in the present tense. Results should be explained, but largely without referring to the 

literature. Discussion, speculation and detailed interpretation of data should not be included in 

the Results but should be put into the Discussion section. 

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this and in past 

studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the paper. The 

Results and Discussion sections can include subheadings, and when appropriate, both sections 

can be combined. 
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The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief. 

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible. Tables are 

to be typed double-spaced throughout, including headings and footnotes. Each table should be 

on a separate page, numbered consecutively in Arabic numerals and supplied with a heading 

and a legend. Tables should be self-explanatory without reference to the text. The details of 

the methods used in the experiments should preferably be described in the legend instead of in 

the text. The same data should not be presented in both table and graph form or repeated in 

the text. 

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics should be 

prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF, JPEG or 

PowerPoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Tables should be prepared 

in Microsoft Word. Use Arabic numerals to designate figures and upper case letters for their 

parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include sufficient description so that the 

figure is understandable without reading the text of the manuscript. Information given in 

legends should not be repeated in the text. 

References  

In the text, a reference identified by means of an author‘s name should be followed by the 

date of the reference in parenthesis. When there are more than two authors, only the first 

author‘s name should be mentioned, followed by ’et al‘(Verma, et.al., 2010). In the event that 

an author cited has had two or more works published during the same year, the reference, both 

in the text and in the reference list, should be identified by a lower case letter like ’a‘ and ’b‘ 

after the date to distinguish the works. The list of references should be on separate page. 

Authors bear the complete responsibility for the accuracy of the references. The following 

examples illustrate the format for reference 

Pande, C. and Mathela, C.S. (2000). Chemical composition of the leaf oil of Juniperus 

communis L. from the Kumaon region. J. Essential oil Bearing Plants. 3(3): 135-138. 

Kaur, S., Dayal, R., Varshney, V.K. and Bartley, J. P. (2001). GC-MS analysis of essential 

oils of heartwood and resin of shore robusta. Planta Med. 67: 883-886. 

Adams, R.P. (1991). Cedar wood oil-analysis and properties in: Modern Methods of Plant 

Analysis-oils and waxes. Linsking H.F and Jackson, J.E.(eds.) Springer Verlag, Lernin,? pp.  

 

Adams, R.P. (1995). Identification of Essential Oil Components by Gas Chromato- graphy/ 

Mass Spectroscopy. Allured Publishing Co. Carol Stream, Illinois. 

Short Communications  
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Short Communications are limited to a maximum of two figures and one table. They should 

present a complete study that is more limited in scope than is found in full-length papers. The 

items of manuscript preparation listed above apply to Short Communications with the 

following differences: (I) Abstracts are limited to 120 words; (II) instead of a separate 

Materials and Methods section, experimental procedures may be incorporated into Figure 

Legends and Table footnotes; (III) Results and Discussion should be combined into a single 

section. 

Proofs and Reprints 

Electronic proofs will be sent (e-mail attachment) to the corresponding author as a PDF file. 

Page proofs are considered to be the final version of the manuscript. With the exception of 

typographical or minor clerical errors, no changes will be made in the manuscript at the proof 

stage. An e-copy (PDF file) of the published article will be sent to the corresponding author. 

Copyright  

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before 

(except in the form of an abstract or as part of a published lecture, or thesis) that it is not 

under consideration for publication elsewhere; that if and when the manuscript is accepted for 

publication, the authors agree to automatic transfer of the copyright to the publisher. 

 

Publication Charges 

Publication charges are applicable for all articles published in Journal of Essential Oil 

Bearing Plants. The charges are $125USD for each accepted article, with a reduced rate 

of $75USD for authors from SAARC member nations (Bangladesh, Bhutan, India, Maldives, 

Nepal, Pakistan, and Sri Lanka). Publication charges may be reduced/waived at the discretion 

of Har Krishan Bhalla & Sons. 

Visit our Author Services website for further resources and guides to the complete publication 

process and beyond.  
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Anxo F : Comprovante de submissão de artigo 
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ANEXO G: PRODUÇÃO CIENTÍFICA PARALELA A TESE - 2014 
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ANEXO H: PRODUÇÃO CIENTÍFICA PARALELA - 2015 
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ANEXO I: PRODUÇÃO CIENTÍFICA PARALELA - 2015 
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APENDICE A: INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS 

 

ESTUDO BIOPROSPECTIVO DE PLANTAS COMERCIALIZADAS PARA FINS 

TERAPÊUTICOS EM MERCADOS PÚBLICOS NA REGIÃO NORDESTE DO BRASIL 

 

 

MERCADO PÚBLICO: 

 

DADOS PESSOAIS DO ENTREVISTADO 

 

NOME:                         IDADE: 

ENDEREÇO:                SEXO: (  ) M    (  ) F 

GRAU DE ESCOLARIDADE: 

RENDA FAMILIAR:  

Nº DE PESSOAS QUE VIVEM NO DOMICÍLIO: 

 

(   ) Vendedor simples 

(   ) Erveiro 

(   ) Doutor-raiz 

 

 

ENTREVISTA: 

1- Qual o nome da planta? 

2- Quais as indicações de uso(s) da planta? 

3- Quais as formas possíveis de uso? 

4- Quais os efeitos indesejáveis conhecidos? 

5- Quais as contra-indicações do uso? 

6- Como se prepara a planta para uso? 

7- Qual a quantidade indicada? 

8- Qual o local da coleta? 

9- A planta é coletada ou cultivada? 

10- Qual o habitat ou a origem da planta: 

11- Qual o preço de venda? 

12- O preço varia de acordo com a estação do ano? 

13- Como exerce a atividade? 

(   ) coletor-vendedor 

(   ) revendedor 

 

 

 

 


